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Einleitung 1
1 Einleitung
Zahlreiche Lebensmittel, aber auch biotechnologische, pharmazeutische oder medizinische
Produkte werden heutzutage durch Gefriertrocknung stabilisiert beziehungsweise konserviert.
Verglichen mit anderen Trocknungsverfahren ermöglicht hierbei speziell der Einsatz tiefer
Temperaturen eine deutlich schonendere Prozeßführung. Zudem können gefriergetrocknete
Produkte leicht steril verpackt und jahrelang ungekühlt gelagert werden. Mit zunehmender
Komplexität des zu trocknenden Materials verringern sich jedoch die Aussichten auf eine
erfolgreiche Anwendung der Gefriertrocknung. Die Anforderungen an die „Qualität“ der
Konservierung steigen beim Übergang von „totem“ zu „lebendem“ Probenmaterial sprunghaft
an: Während kleinste strukturelle Veränderungen im Probengefüge den Geschmack eines
Lebensmittels nicht maßgeblich beeinträchtigen, können sie für eine lebende Zelle bereits den
Verlust ihrer Vitalfunktionen bedeuten.
Falls es dennoch gelänge, biologische Zellen unbeschadet zu gefriertrocknen, ließen sich die
klassischen Anwendungsgebiete deutlich erweitern. Nicht zuletzt wegen der hohen wirt-
schaftlichen Bedeutung arbeitet man weltweit an verfahrenstechnischen Optimierungsstra-
tegien. Besonders menschliche Erythrozyten (rote Blutkörperchen) stellen hierbei ein begehr-
tes Forschungsobjekt dar, zumal sie relativ einfach aufgebaut und stets verfügbar sind. Wäh-
rend einige Autoren vorgeben, Erythrozyten bereits mehr oder weniger erfolgreich gefrier-
trocknen zu können [Goodrich 1989, Iijima 1995, Spargo 1997], bestreiten jedoch die meisten
Kritiker die Reproduzierbarkeit deren Ergebnisse [z.B. Spieles 1996a] oder sprechen gar von
„Schwindel“ [Franks 1996]. Somit scheint der Traum von einem jederzeit bereitstehenden
autologen „Blutersatz aus der Tüte“ zunächst noch nicht erfüllbar zu sein.
In dieser Arbeit wird ein neuer Versuch unternommen, menschliche Erythrozyten zu gefrier-
trocknen. Hierbei steht deren Verwendung als Zell-„Modell“ im Vordergrund. Ziel ist es, neue
Erkenntnisse über die Mechanismen zu erlangen, die im Verlauf des Gefriertrocknungs-
prozesses für die Schädigung der Zellen verantwortlich sind. Basierend auf den umfang-
reichen Erfahrungen, die am Helmholtz-Institut vor allem auf dem Gebiet der Kryokonser-
vierung von Erythrozyten existieren, werden neue Ansätze entwickelt, um die einzelnen Ver-
fahrensschritte der Gefriertrocknung sukzessive zu verbessern. Ausgehend von zunächst ver-
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nachlässigbar geringen Zellwiederfindungsraten in der Größenordnung weniger Prozente
[Spieles 1995b], soll letztlich ein optimiertes Gefriertrocknungsprotokoll für Erythrozyten
entwickelt werden.
Die vorliegende Arbeit ist modular aufgebaut, wodurch, losgelöst vom Gesamtzusammen-
hang, auch das Verständnis einzelner Versuchsreihen ermöglicht werden soll. Kapitel 2
beschreibt zunächst die Anwendungsgebiete der Gefriertrocknung sowie die prinzipiellen
Verfahrensabläufe. Anschließend werden biologische und physiologische Grundbegriffe
erläutert, die im Umgang mit Erythrozyten benötigt werden. Anhand einer Aufstellung mög-
licher Schädigungsmechanismen werden in Kapitel 3 verschiedene Ansätze zur Verringerung
der Zellschädigung hergeleitet, welche den theoretischen Unterbau für die jeweiligen
Versuchsreihen bilden.
Voraussetzung für das Gelingen der Experimente ist die Existenz einer Gefriertrocknungs-
anlage, die den in Kapitel 3 hergeleiteten gehobenen Anforderungen genügt. Daher ist die
Entwicklung einer speziellen Tieftemperatur-Gefriertrocknungsanlage ein wichtiger Bestand-
teil dieser Arbeit (Kapitel 4). Den Schwerpunkt bilden jedoch die experimentellen Unter-
suchungen, mit deren Hilfe in den Kapiteln 5 bis 7 einzelne Verfahrensschritte der Gefrier-
trocknung exemplarisch für Erythrozyten optimiert werden. Abschließend werden die Ergeb-
nisse dieser Arbeit zusammengefaßt sowie mögliche Perspektiven für deren Fortsetzung
aufgezeigt (Kapitel 8).
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2 Grundlagen
„Trocknung, oder Dehydrierung, nennt man einen Prozeß, bei dem ein
Lösungsmittel, in unserem Falle Wasser, thermisch aus einer Probe entfernt
wird, so daß letztlich die gelösten oder suspendierten Feststoffe in einem
trockenen (wasserfreien) Zustand vorliegen.“ [Flink 1983]
„Meistens ist dabei das Wasser in flüssiger Form an das zu trocknende Gut
gebunden und wird durch Verdunsten oder Verdampfen entfernt. Liegt es
aber in fester Form (als Eis) vor, so erfolgt die Trocknung durch Sublimation.
In diesem Fall spricht man von Gefrier- oder Sublimationstrocknung.“
[Grassmann 1974]
„Trotz ihrer technischen Komplexität wird die Gefriertrocknung als verfahrenstechnische
Grundoperation in der entsprechenden Fachliteratur entweder gar nicht erwähnt oder ... “, wie
die obigen Textstellen zeigen sollen, „ ... in nur wenigen Sätzen abgehandelt. Dies ist um so
erstaunlicher, zumal sich die Gefriertrocknung beispielsweise in der pharmazeutischen und
biotechnologischen Industrie längst gegenüber anderen Trocknungsverfahren durchgesetzt
hat.“  So lautet - frei übersetzt - ein Zitat von [Franks 1998], einem der führenden Wissen-
schaftler auf dem Gebiet der Gefriertrocknung, über das Mißverhältnis zwischen der wirt-
schaftlichen Bedeutung und dem Verständnis dieses Verfahrens.
Um diesem Vorwurf nicht ebenso zu unterliegen, werden in Kapitel 2.1 zunächst einige
theoretische Grundlagen erarbeitet, die für ein Verständnis des Gefriertrocknungsverfahrens
erforderlich sind. In Kapitel 2.2 wird diskutiert, warum in dieser Arbeit menschliche
Erythrozyten für die Untersuchungen zur Gefriertrocknung biologischer Zellen ausgewählt
werden. Weiterhin werden wichtige biologische Grundlagen zusammengestellt, die beim
experimentellen Umgang mit diesen Zellen vorausgesetzt werden müssen.
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2.1  Gefriertrocknung
2.1.1  Anwendungsgebiete
Üblicherweise unterscheidet man zwischen zwei Anwendungsschwerpunkten der Gefrier-
trocknung:
1. Die Konservierung oder Stabilisierung verderblicher Produkte: Einem wäßrigen biolo-
gischen System wird mit dem Wasser gleichermaßen die Grundlage für sämtliche meta-
bolischen Prozesse entzogen und damit dessen Alterungsprozeß drastisch verlangsamt
oder gar verhindert.
2. Die Herstellung definierter poröser Strukturen und innerer Oberflächen: Man beeinflußt
gezielt das Wachstum (z.B. Form, Größe, Abstand oder Ausrichtung) der Eiskristalle,
welche nach ihrer Entfernung durch Sublimation die Poren einer dreidimensionalen
Matrix bilden.
Zwar liegt der Schwerpunkt dieser Arbeit auf dem Aspekt der Konservierung, viele der in
diesem Zusammenhang diskutierten grundlegenden Zusammenhänge sind jedoch auch auf den
zweiten Aspekt, die Herstellung dreidimensionaler poröser Strukturen, übertragbar. Für
detaillierte Informationen hierzu sei an dieser Stelle auch auf [Schoof 2000] verwiesen.
Als Konservierungsverfahren stellt die Gefriertrocknung das Bindeglied zwischen der her-
kömmlichen Trocknung und der Lagerung im gefrorenen Zustand, der sogenannten Kryokon-
servierung, dar (siehe Bild 1). Durch Kombination dieser beiden Verfahren überlagern sich
ebenfalls deren Vor- und Nachteile, woraus sich ein teilweise neues, für die Gefriertrocknung
charakteristisches Anwendungsprofil ergibt. Aufgrund der im Vergleich zur herkömmlichen
Trocknung höheren Verfahrenskosten bietet sich die Gefriertrocknung besonders dann an,
wenn hohe Prozeßtemperaturen die Qualität des Produkts beeinträchtigen würden. Die
Entstehung einer großen inneren Oberfläche ermöglicht zudem eine schnellere, vollständige
Auflösung des getrockneten Produkts bei der Rehydrierung. Des weiteren ist sie der
herkömmlichen Trocknung hinsichtlich ihrer einfacheren sterilen Handhabung überlegen
[Gatlin 1994]. Der Vorteil gegenüber der Kryokonservierung hingegen beruht besonders auf
der kostengünstigeren und kühlungsunabhängigen Lagerhaltung sowie der damit verbundenen
einfacheren Transportlogistik.
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Bild 1 Vor- und Nachteile der Gefriertrocknung als Konservierungsverfahren im Vergleich zur her-
kömmlichen Trocknung und zur Kryokonservierung.
Wegen der relativ hohen Verfahrenskosten ist die Gefriertrocknung als Konservierungs-
verfahren nur dann wirtschaftlich, wenn die mit dem Verfahren verbundenen Vorteile den
materiellen Mehraufwand rechtfertigen. Daraus ergeben sich für die Gefriertrocknung fol-
gende Anwendungsgebiete:
Gefriertrocknung
Trocknung Kryokonservierung
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" Die Lebensmittelindustrie nutzt die Gefriertrocknung insbesondere dann, wenn der natür-
liche Charakter der Rohstoffe, der Geschmack, das Aroma, die Farbe, die Struktur oder
die ernährungsphysiologischen Werte erhalten werden sollen. Hierzu gehören Produkt-
gruppen wie Kaffee und Tee, Backwaren (Instantteige oder Fertigmischungen für Back-
waren), Fleisch als wichtiger Bestandteil von Fertigsuppen und –gerichten, Obst, fermen-
tierte Milchprodukte etc. [Suwelack 1993]
" Eine wichtige Bedeutung hat die Gefriertrocknung für die biotechnologische und pharma-
zeutische Industrie. In den letzten Jahren nahm die Anzahl der biotechnologisch, d.h.
entweder durch DNA-Rekombinationstechnik oder durch Hybridisierungstechnik herge-
stellten Proteinprodukte drastisch zu [Skrabanja 1994]. Die anschließende Umsetzung
dieser Proteine in ein stabiles Produkt (Formulation) erfolgt meist durch Gefriertrocknung
[Hanson 1992]. Die gängigste Anwendung für die pharmazeutische Industrie ist die Her-
stellung von injizierbaren Produkten. Weiterhin wird die Gefriertrocknung zur Produktion
von Diagnostika und, wenn auch weniger häufig, von Tabletten genutzt, falls diese sich
besonders schnell auflösen müssen [Gatlin 1994].
" In der Medizin, wo der großtechnische Einsatz der Gefriertrocknung mit der Konser-
vierung von Blutplasma bereits während des 2. Weltkriegs seinen Anfang nahm, folgten
Antibiotika wie Penicillin, spezielle Fraktionen des Blutplasmas wie Gerinnungsfaktoren,
Impfstoffe, Hormone, Vitamine etc. [z.B. Tiesjema 1977, Smit Sibinga 1981, Pikal 1991,
Gatlin 1994] Die erfolgreiche Stabilisierung von Enzymen oder Antikörpern ermöglichte
auch die zunehmende Verbreitung von Biosensoren [Scholtissek 1990]. Ein weiteres
Anwendungsgebiet basiert auf der Herstellung gefriergetrockneter chirurgischer Trans-
plantate. Zwar sind diese selbst nicht mehr lebensfähig, sie fungieren jedoch als eine Art
biologische Leitstruktur, welche von anderen Zellen besiedelt werden kann. Als Beispiel
hierfür dienen natürliche Arterien-, Knochen- oder Hauttransplantate [z.B. Mellor 1978].
2.1.2  Verfahrensschritte
Das Gefriertrocknungsverfahren wird häufig in mehrere Einzelschritte unterteilt, die zeitlich
nacheinander ablaufen und daher isoliert betrachtet werden. Dies ist methodisch durchaus
sinnvoll, auch wenn sich die einzelnen Verfahrensschritte oftmals gegenseitig beeinflussen. Je
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nach Autor und Schwerpunkt der Untersuchungen kann diese Einteilung unterschiedlich
vorgenommen werden. Üblicherweise erfolgt eine Dreiteilung in die Schritte „Erstarrung“,
„Sublimationstrocknung“ und „Desorptionstrocknung“ [z.B. Flink 1983, Gatlin 1994, Spieles
1996b], in der Nahrungsmittelindustrie in „Erstarrung“, „Vakuumtrocknung“ und „Ver-
packung und Lagerung“ [z.B. Oetjen 1997].
In dieser Arbeit wird zwischen den Hauptschritten „Erstarrung“, „Vakuumtrocknung“ und
„Rehydrierung“ unterschieden. Diese Einteilung ist für den vorliegenden Anwendungsfall
angebracht, da der Rehydrierungsschritt bei der Gefriertrocknung von Zellen eine beträcht-
liche Belastung darstellen kann und deshalb einer genaueren Untersuchung bedarf.
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Bild 2 Temperatur-Konzentrations-Diagramm einer wäßrigen Lösung (qualitativ). Dargestellt sind
die verschiedenen Zustandspunkte sowie die Zustandsänderungen während der einzelnen
Verfahrensschritte.
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Erstarrung
Zu Beginn der Gefriertrocknung steht die Erstarrung, also das Einfrieren der Proben.
Ausgehend von einem Zustand bei Raumtemperatur (RT) und relativ geringer Feststoffkon-
zentration (c0) (Bild 2; 1), wird die Lösung stetig abgekühlt.
1 Bei Unterschreiten der Gleichge-
wichtsfriertemperatur (Bild 2; 2) kann es zur Bildung erster Eiskristalle kommen. Da die
gelösten Stoffe ebensowenig in die Eiskristalle eingebaut werden wie die suspendierten Zellen
[z.B. Körber 1988b], erhöht sich deren Konzentration in der Flüssigphase.2 Mit
fortschreitendem Eiskristallwachstum nimmt der Anteil der noch nicht erstarrten Lösung
immer weiter ab, die Konzentration der darin gelösten Stoffe steigt gleichzeitig. Letztlich, bei
Unterschreiten der Glasübergangstemperatur, erstarrt auch die inzwischen hoch aufkonzen-
trierte, zwischen den Eiskristallen eingeschlossene Restlösung. Hierbei bildet sich allerdings
keine kristalline, sondern eine amorphe, glasartige Phase, die den Wertstoff (in diesem Falle
die suspendierten Zellen) umschließt und so entscheidend zu dessen Konservierung beiträgt
(Bild 2; 3). Bei weiterer Abkühlung der Probe ändert sich das mengenmäßige Verhältnis beider
Phasen nicht mehr, d.h., der Erstarrungsschritt endet mit der Koexistenz einer Eiskristall- (Bild
2; 4) und einer Glasphase (Bild 2; 5). Bei ausreichend niedriger Temperatur3 können die
Proben ohne weiteren Qualitätsverlust nahezu beliebig lange gelagert werden, bis sie
schließlich in die Gefriertrocknungsanlage überführt werden [z.B. Spieles 1995a].
Die Glasbildung (Vitrifizierung) ist für die Konservierung von zentraler Bedeutung und soll
daher genauer beleuchtet werden. In vielen Einstoffsystemen, wie beispielsweise Wasser, sind
für eine glasartige Erstarrung extrem hohe Kühlraten erforderlich (> 108 K/min [Wolfe
1999]). Durch Zugabe löslicher Stoffe verringert sich jedoch sowohl die Nukleationswahr-
scheinlichkeit als auch die Wachstumsgeschwindigkeit der Eiskristalle. Dies geschieht im
                                                
1 Die Bezeichnung „Suspension“ wäre hier eigentlich eher zutreffend, da in der Lösung auch korpuskuläre
Bestandteile enthalten sein können (z.B. Zellen). Der Einfachheit halber werden an dieser Stelle jedoch nur die
Zustandsänderungen in der umgebenden Lösung betrachtet.
2 Diese Entmischung in eine reine Eisphase und eine Phase, die aus der noch nicht erstarrten Lösung
(Restlösung) besteht, bedeutet streng genommen bereits eine lokale Dehydrierung.
3 Sicherheitshalber unterhalb der Glasübergangstemperatur von reinem Wasser (Tg (H2O) = –135 °C [Slade
1991]).
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wesentlichen aufgrund zweier Effekte: Einerseits erhöhen gelöste Stoffe die Viskosität der
Lösung (und das bei jeder betrachteten Temperatur),4 andererseits hindert deren physikalische
Anwesenheit allein die Bildung von Eiskeimen [z.B. Wolfe 1999]. Mehrstoffsysteme können
dadurch bereits bei erheblich niedrigeren Kühlraten vitrifiziert werden. Es sei allerdings ange-
merkt, daß längst nicht alle Lösungen die Tendenz haben, glasartig zu erstarren. Viele wäßrige
Lösungen bilden neben der Eisphase auch eine eutektische Phase, d.h. eine Mischkristallphase
fester Zusammensetzung (z.B. das System Wasser-Natriumchlorid). Hier kann entweder durch
Zugabe glasbildender Additive5 oder durch gezielte Veränderungen der Erstarrungsparameter
eine Glasbildung ausgelöst werden.
Obwohl ein Glas die Härte und Stabilität eines Festkörpers besitzt, kommen dessen
thermodynamische Eigenschaften denen einer Flüssigkeit mit einer extrem hohen Viskosität
näher (η > 1014 Pa⋅s [z.B. Burke 1986, Green 1989]).6 Die hohe Viskosität bedingt eine
deutliche Einschränkung der Freiheitsgrade der Molekularbewegung und unterbindet so bio-
chemische Reaktionen, die ansonsten zu einer Schädigung des zu konservierenden Materials
führen könnten [z.B. Spieles 1996b]. Die Vitrifizierung hat gegenüber der Kristallisation den
weiteren Vorteil, daß das spezifische Volumen während des Phasenübergangs konstant bleibt,
also keine sprunghafte Ausdehnung stattfindet.
Vakuumtrocknung
Die eigentliche Trocknung der gefrorenen Proben erfolgt in einer Gefriertrocknungsanlage
unter dem Einfluß eines Vakuums und unter Zuhilfenahme eines tiefkalten Kondensators, an
dem das aus den Proben entzogene Wasser letztendlich abgeschieden wird. Üblicherweise
                                                
4 Dadurch verringert sich die Molekularbewegung und somit auch die Wahrscheinlichkeit, daß die
Wassermoleküle sich spontan zu einer Struktur formieren, die der kritischen Eiskeimgröße entspricht [z.B.
Franks 1982].
5 Besonders eignen sich Makromoleküle wie Polyvinylpyrrolidon oder Hydroxyethylstärke, aber auch die
meisten Saccharide.
6 Der Glasübergang stellt einen Phasenübergang zweiter Ordnung dar. Im Gegensatz zu Phasenübergängen erster
Ordnung, bei denen es zu Sprüngen in der Entropie und im spezifischen Volumen kommt, findet hierbei ein
Sprung in der spezifischen Wärmekapazität statt [Ehrenfest 1933].
10 Grundlagen
unterteilt man die Vakuumtrocknung in zwei aufeinanderfolgende Teilschritte. Im ersten
Schritt werden die Eiskristalle sublimiert, also aus dem gefrorenen Zustand direkt in Wasser-
dampf überführt. Man spricht daher auch von Sublimationstrocknung oder Primärer Trock-
nung. Der Wasserdampf diffundiert dabei aus dem Inneren der Probe durch die bereits eis-
freien Kanäle nach außen und schlägt sich am Kondensator nieder (Bild 2; Entfernen des
Zustandspunktes 4). In den Bereichen, wo die Sublimation bereits abgeschlossen ist, beginnt
sofort die sogenannte Desorptionstrocknung oder Sekundäre Trocknung (Bild 2; 5→6).
Hierbei wird aus den glasartig erstarrten Bereichen der Probe jenes Wasser entzogen, welches
während des Erstarrungsschritts nicht gefroren werden konnte (sogenanntes „unfrozen water“
[z.B. Slade 1991]). Nach ausreichender Trocknung ist selbst bei Raumtemperatur der
Glaszustand, und damit ein wichtiger Garant für die erfolgreiche Konservierung, noch immer
vorhanden. Nun kann die Probe, wenn sie ausreichend vor dem Eindringen von Feuchtigkeit
geschützt ist, ohne weitere Kühlung gelagert werden (Bild 2; 6).
Der Weg des Wassers während der Vakuumtrocknung wird im folgenden detaillierter
betrachtet. Voraussetzung für den Wasserentzug durch Sublimation ist eine kristallin erstarrte
Probe. Im Phasenzustandsdiagramm für reines Wasser (Bild 3) erkennt man, daß im hier
relevanten Temperaturbereich, also unterhalb von etwa 0 °C, nur noch die beiden Aggregat-
zustände „fest“ und „gasförmig“ existieren. Da das Wasser nicht im festen Zustand aus der
Probe entfernt werden kann (man bedenke die fein verschachtelte Struktur aus Eiskristallen
und glasartig erstarrten Bereichen), nutzt man die Sublimation, um die Beweglichkeit des
Wassers wiederherzustellen. Als treibende Kraft für den Wasserdampftransport aus der Probe
benötigt man weiterhin eine Senke, d.h. einen Ort mit niedrigerem Wasserdampfdruck. Da der
Wasserdampfdruck über Eis, auch Sublimationsdruck genannt [Grassmann 1974], mit
sinkender Temperatur abnimmt (siehe Bild 3), wird die Senke durch einen tiefkalten
Kondensator gewährleistet. Ein zusätzlich angelegtes Vakuum beschleunigt den Trocknungs-
prozeß, da dadurch der Diffusionswiderstand für das Wasser auf dem Weg von der Probe zum
Kondensator deutlich reduziert wird.7
                                                
7 Oft wird fälschlicherweise angenommen, daß das durch die Pumpe erzeugte Vakuum die treibende Kraft für die
Sublimation sei [z.B. Franks 1998].
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Bild 3 Phasenzustandsdiagramm für reines Wasser. Die Werte wurden aus [Landolt-Börnstein
1960] übernommen.
Bild 4 zeigt das Prinzip der Sublimationstrocknung. Da die zwei Teilsysteme „Probe“ und
„Kondensator“ verschiedene Temperaturen haben, unterscheidet sich auch der dort vorliegen-
de Sublimationsdruck. Diese Sublimationsdruckdifferenz ist die treibende Kraft für die Diffu-
sion des Wasserdampfs zum Kondensator.
Während der Desorptionstrocknung gilt für den Transport des Wassers von der Probe zum
Kondensator prinzipiell der gleiche Mechanismus wie während der Sublimationstrocknung.
Der Wasserdampfdruck über der Probenoberfläche wird hierbei allerdings nicht durch den
Sublimationsdruck festgelegt, sondern durch die Desorptions- beziehungsweise Diffusions-
eigenschaften des Probenmaterials.8 Generell nimmt der Wasserdampfdruck über der Probe,
und damit auch die Trocknungsrate, mit geringerem Wassergehalt ab und mit steigender
Temperatur zu. Aus diesem Grund läßt sich eine geringe finale Restfeuchte im Trockenpro-
dukt oft nur durch eine Verlängerung der Trocknungsdauer beziehungsweise durch eine,
                                                
8 Für Hydroxyethylstärke sind diese Eigenschaften in [Spieles 1994] beschrieben.
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zumindest gegen Ende der Desorptionstrocknung, erhöhte Wärmezufuhr realisieren. Bei der
Erwärmung der Proben muß jedoch darauf geachtet werden, daß deren Glasübergangs-
temperatur nicht überschritten (Bild 2) und so deren Struktur zerstört wird.
Bilanzhülle Probe
Vakuum 
Bilanzhülle Kondensator
DampfDampf
TProbe   >   TKondensator
pProbe    >   pKondensator
Bilanzhülle Vakuumkammer
EisEis EisEis
DampfDampf
Bild 4 Sublimationstrocknung: Der Weg des Wassers von der Probe zum Kondensator. Die Dichte
der Wasserteilchen repräsentiert den Dampfdruck.
Rehydrierung
Um die getrocknete Probe in ihren ursprünglichen Zustand zu überführen, muß das während
der Trocknung entzogene Wasser entweder in reiner Form oder als wäßrige Lösung wieder
zugeführt werden. Dieser Prozeßschritt wird als Rehydrierung (oder häufig auch als
Rekonstitution) bezeichnet (Bild 2; 6→1). Die Rehydrierung ist für die Mehrzahl der gefrier-
getrockneten Produkte relativ unproblematisch und beeinflußt deren Qualität nicht. Im Falle
von osmotisch sensiblen Substanzen jedoch, und insbesondere bei biologischen Zellen, führt
gerade dieser Schritt häufig zu einer kompletten Zerstörung des möglicherweise schon
vorgeschädigten Materials.
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2.2  Erythrozyten als Zellmodell
Mit zunehmender Komplexität des biologischen Materials, beispielsweise im Hinblick auf
Struktur, Aktivität oder Stoffwechsel, sinken gleichsam auch die Aussichten auf eine
unbeschadete Konservierung durch eine Gefriertrocknung. Der Übergang von leblosem zu
lebendem Material stellt de facto ein echte Hürde bezüglich der zu erwartenden Erfolgs-
chancen dar. Grund hierfür ist der sprunghafte Anstieg der Qualitätsanforderungen an das
Konservierungsverfahren: Selbst kleinste strukturelle Veränderungen auf molekularer Ebene
können plötzlich tödliche Konsequenzen haben, wenn nicht nur der Geschmack eines Lebens-
mittels, sondern sämtliche Vitalfunktionen einer Zelle erhalten werden müssen. Dennoch
wird, nicht zuletzt aufgrund der offensichtlichen Vorzüge gegenüber der Kryokonservierung,
intensiv an einer Ausweitung der Anwendungsmöglichkeiten der Gefriertrocknung geforscht.
Während für gefriergetrocknete Bakterien oder Sporen bereits durchaus zufriedenstellende
Ergebnisse erzielt werden konnten (z.B. 80 % Überlebensrate für Milchsäure-Bakterien als
Starterkulturen für die Käseproduktion [Font de Valdez 1983] oder 50 % Keimrate für
bestimmte Pilzsporen [Tan 1995]), gibt es für kompliziertere eukaryotische Zellarten bislang
noch keine erfolgreichen Anwendungen. Aus diesem Grund konzentriert man sich in der
Forschung größtenteils darauf, grundlegende Schädigungsmechanismen zu verstehen, und
sucht gleichzeitig nach neuen Strategien, wie durch gezielte Veränderung einzelner Verfah-
rensschritte der Gesamtprozeß optimiert werden kann. Hierfür benutzt man teilweise
natürliche Zellen wie beispielsweise Erythrozyten [Sowemimo-Coker 1993, Spieles 1996a,
Crowe 1997], aber auch zelluläre Ersatzsysteme wie Liposomen [Crowe 1984a, Crowe 1986a,
Crowe 1988], also künstlich hergestellte, zu kugelförmigen Vesikeln ausgebildete Lipid-
Doppelschichten [Lehninger 1987].
Da der Erhalt einer intakten Zellmembran eine wesentliche Voraussetzung für eine erfolgreich
gefriergetrocknete Zelle darstellt – dies ist auch das in dieser Arbeit vornehmlich untersuchte
Vitalitätskriterium – , haben Experimente mit natürlichen Zellen eine wesentlich höhere
Aussagekraft als solche mit künstlich hergestellten Ersatzsystemen. Deshalb werden hier
Erythrozyten und nicht Liposomen als Modellsystem benutzt. Gegenüber anderen natürlichen
Zellen zeichnen sich Erythrozyten besonders durch ihre einfache Handhabbarkeit und ihre
hohe Verfügbarkeit aus. Durch die Nähe zum Universitätsklinikum der RWTH Aachen und
durch den guten Kontakt zur Abteilung für Transfusionsmedizin ist im Helmholtz-Institut die
Versorgung mit Blutkonserven zu Forschungszwecken jederzeit gewährleistet. Die Existenz
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eines relativ einfachen Tests zur Überprüfung der Membranintegrität, des sogenannten
Salzstabilitätstests [Allen 1978], erlaubt zudem eine schnelle, quantitative Korrelation
zwischen den vorgenommenen Veränderungen der Verfahrensparameter und den
resultierenden Auswirkungen auf die Zellen. Jahrelange Erfahrungen, die am Helmholtz-
Institut auf dem Sektor der Kryokonservierung von Erythrozyten existieren [Sputtek 1991,
Sputtek 1992, Heschel 1993, Sputtek 1995, Spieles 1995a], erleichtern zudem den Einstieg in
den Umgang mit den Zellen sowie in die Fragestellungen der Probenerstarrung und der
Vitalitätsanalytik. Im folgenden werden einige biologische und physiologische Begriffe
erläutert, die für ein Grundverständnis im Umgang mit Erythrozyten vorteilhaft sind.
2.2.1  Aufbau und Funktion
Das Blut setzt sich aus einer flüssigen Phase und aus darin suspendierten, zellulären Bestand-
teilen zusammen. Erythrozyten (rote Blutkörperchen) bilden mit 4,5⋅106 bis 5⋅106 Zellen je
Milliliter Blut den Hauptanteil der Blutzellen [Silbernagel 1991]. Dies entspricht einem
durchschnittlichen Volumenanteil, auch Hämatokrit (Hkt) genannt, von 41 % bei Frauen
beziehungsweise 46 % bei Männern [Thews 1991]. Aufgrund der Dichteunterschiede der
einzelnen Blutkomponenten lassen sich diese durch Zentrifugation relativ leicht voneinander
trennen (siehe Bild 5). Die Erythrozyten sind die schwerste und größte Blutzellfraktion
(> 95 %) und sind optisch deutlich von den anderen zellulären Bestandteilen, die im
sogenannten Buffy Coat enthalten sind, zu unterscheiden.
Bild 5 Durch Zentrifugation läßt sich Vollblut in seine flüssige Phase, das Plasma, und seine zellu-
lären Bestandteile trennen.
Vollblut Zentrifugation
Plasma
Blutzellen Erythrozyten
Buffy Coat
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Die wichtigste Funktion der Erythrozyten ist der Transport von Sauerstoff, der zur Versorgung
des Gewebes gewährleistet sein muß. Diesem Zweck sind sie in ihrem Aufbau hervorragend
angepaßt. Sie sind derart ausdifferenziert, daß nur noch die wesentlichen Stoffwechselwege in
Funktion sind. Folglich haben reife Erythrozyten eine relativ einfache Organisationsform,
nämlich eine metabolisch aktive Membran, welche ein homogenes Zytoplasma einschließt.
Hierin sind etwa 34 Gew.-% Hämoglobin sowie etwa 2 Gew.-% andere Proteine (haupt-
sächlich metabolische Enzyme) enthalten [Bunn 1986]. Zellorganellen, wie beispielsweise ein
Zellkern oder Mitochondrien, sind in der reifen Zelle nicht mehr vorhanden. Ein normaler
Erythrozyt besitzt die Gestalt einer von beiden Seiten eingedellten Scheibe mit einem
Durchmesser von 7,5 µm bis 8,3 µm und einer Dicke von 1,7 µm (siehe Bild 6). Diese
bikonkave Form wie auch die biochemische Zusammensetzung der Erythrozytenmembran
ermöglichen die gute Verformbarkeit der Zellen, welche selbst die Passage kleinster Kapillar-
gefäße erlaubt [Bunn 1986, Mueller-Eckhardt 1996].
Bild 6 Rasterelektrone
geringere Zellgr10µmnmikroskopische Aufnahme nativer Erythrozyten (die im Vergleich zum Text
öße ist das Resultat der Probenpräparation für das Elektronenmikroskop).
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Die Erythrozytenmembran besteht überwiegend aus Phospholipiden, die derart angeordnet
sind, daß eine zweischichtige Lage (Bilayer) mit hydrophilen Außenseiten und einem hydro-
phoben Inneren entsteht. Dieses Bilayer bildet eine flüssig-kristalline Matrix, in der sich die
Lipidmoleküle lateral frei bewegen können [Lehninger 1987]. In die Membran sind zusätzlich
verschiedene Proteine eingelagert, die teilweise dem Transport von Molekülen über die
Membran, teilweise der Aufrechterhaltung der Oberflächenspannung oder auch als Zytoskelett
dienen [Mueller-Eckhardt 1996]. Die mechanische Belastbarkeit der Membran, welche
besonders in der Milz durch extreme Verformung regelmäßig überprüft wird, bestimmt im
wesentlichen die Lebensdauer der Erythrozyten. Diese beträgt durchschnittlich 120 Tage und
endet mit der Zerstörung der Zellen, der Hämolyse [Silbernagel 1991].
2.2.2  Hämoglobin
Das Innere der Zelle besteht hauptsächlich aus Hämoglobin, welches in erster Linie für den
Sauerstofftransport verantwortlich ist und mehr als 90 % des Trockengewichts des Erythro-
zyten ausmacht [Mueller-Eckhardt 1996]. Ein Molekül Hämoglobin besteht aus vier Poly-
peptidketten, dem Globin, von denen jede mit einem Molekül Häm verbunden ist. Durch seine
Tertiär- und Quartärstruktur besitzt das Hämoglobin eine näherungsweise kugelförmige
Gestalt, wobei das Häm in oberflächliche Nischen eingelagert ist. An das zentrale Fe2+-Ion des
Häms kann molekularer Sauerstoff (O2) gebunden werden; in diesem Fall spricht man von
oxygeniertem oder kurz von Oxyhämoglobin. Dementsprechend handelt es sich im nicht-
oxygenierten Zustand, d.h. nach der Abgabe des Sauerstoffs, um Deoxyhämoglobin. Eine
weitere wichtige Form des Hämoglobins stellt das Methämoglobin dar, welches durch
Oxidation des Eisenions von Fe2+ zu Fe3+ entsteht. Letzteres steht für die reversible O2-
Bindung nicht mehr zur Verfügung [Waller 1977]. Wird Kohlenmonoxid an das Hämoglobin
angelagert, spricht man von Carboxyhämoglobin. Da Kohlenmonoxid eine 200- bis 300mal
größere Affinität zu Hämoglobin hat als Sauerstoff, kann es dessen Sauerstoffbindungsstelle
blockieren [Thews 1991].
2.2.3  Stoffwechsel
Da der reife Erythrozyt keine Mitochondrien enthält, ist sein Stoffwechsel durch anaerobe
Glukoseverwertung gekennzeichnet, die vorwiegend durch direkte Glykolyse erfolgt [Gauer
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1971, Beutler 1975, Brown 1988, Mueller-Eckhardt 1996]. Die hierbei erzeugte Energie in
Form von ATP, NADH und NADPH wird hauptsächlich dazu benötigt, die Verformbarkeit
der Zellmembran aufrechtzuerhalten sowie das permanent entstehende Methämoglobin wieder
zu reduzieren und somit für den Sauerstofftransport aufzubereiten [Waller 1977]. Weitere
Energie muß der Natrium-Kalium-Pumpe zur Verfügung gestellt werden, um eine kolloid-
osmotische Hämolyse zu verhindern [Bunn 1986]. Aus diesem Grund benötigen die Zellen
während der Flüssiglagerung in ausreichendem Maße Glukose, welche die Zellmembran
durch erleichterte Diffusion passiert. Dort wird sie phosphoryliert und über verschiedene
Zwischenprodukte schließlich zu Laktat und Pyruvat verstoffwechselt [Bunn 1986].
2.2.4  Vitalitätsbestimmung
Eine erfolgreiche Konservierung von Zellen bedeutet nicht nur einen möglichst weitgehenden
Erhalt ihrer ursprünglichen biologischen Eigenschaften, sondern auch ihrer Fähigkeit, den
jeweiligen Funktionen nachzukommen [Sputtek 1992b]. Zum einen kann man diesem
Anspruch in-vitro, d.h. außerhalb der physiologischen Umgebung, oft nur sehr schwer gerecht
werden, zum anderen würde die Überprüfung sämtlicher Zellfunktionen einen erheblichen
experimentellen und finanziellen Aufwand bedeuten. Daher werden möglichst aussagekräf-
tige, aber dennoch kostengünstige Kriterien benötigt, die anzeigen, ob die gezielte Verände-
rung eines einzelnen Verfahrensparameters einen positiven oder negativen Effekt nach sich
zieht.
Im Falle von Erythrozyten bietet sich hierfür der sogenannte Salzstabilitätstest an [Allen
1978], der sich bereits zur Beurteilung der Zellen nach der Kryokonservierung bewährt hat
[z.B. Sputtek 1992b, Spieles 1995a] (siehe Kapitel 5.1.7). Er beruht im wesentlichen auf einer
Messung der Hämolyse und beschreibt demzufolge keine Zellüberlebensrate, sondern eher die
Integrität der Membran. Dieses Kriterium ist jedoch für die meisten Experimente, die im
Rahmen dieser Arbeit durchgeführt werden, ausreichend. Mikroskopische Untersuchungen
der Zellen können ebenfalls wichtige Informationen liefern und stellen eine wertvolle Ergän-
zung zum Salzstabilitätstest dar. Zwar lassen mikroskopische Bilder keine Aussage über die
Funktion einer Zelle zu, sie bieten sich aber an, um morphologische Veränderungen der
Zellmembran oder Veränderungen des Zellvolumens zu analysieren.
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Selbstverständlich finden in der klinischen Routine noch eine Vielzahl weiterer Verfahren zur
Charakterisierung von Erythrozyten Anwendung. Hierzu gehören vor allem biophysikalische,
biochemische und physiologische Tests [z.B. Derrick 1969, Beutler 1975, Noble 1982,
Sputtek 1990]. Für den gegenwärtigen Stand des Projekts sind diese jedoch meist zu speziell
oder zu kostspielig, so daß hier nicht näher auf sie eingegangen wird.
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3 Gefriertrocknung biologischer Zellen
Mit der Wahl menschlicher Erythrozyten als Zellmodell wird in dieser Arbeit bewußt der
gängige Anwendungsbereich der Gefriertrocknung verlassen, um so in den Grenzbereich des
derzeit Möglichen vorzustoßen. Es sei jedoch ausdrücklich betont, daß hier zunächst keine
klinische Anwendung gefriergetrockneter Erythrozyten angestrebt wird, sondern daß vielmehr
die Suche nach prinzipiellen Verbesserungen des Gefriertrocknungsprozesses im Vordergrund
steht. Aus diesem Grund wird dem übergeordneten verfahrenstechnischen Interesse, wie
beispielsweise der Frage nach der Allgemeingültigkeit oder der Übertragbarkeit der
Ergebnisse, eine zumindest ebenso große Bedeutung zugemessen wie der Maximierung der
speziellen Überlebensrate von Erythrozyten. Dies führt, soweit möglich, zu einer isolierten
Betrachtung einzelner Verfahrensschritte beziehungsweise einzelner Verfahrensparameter
sowie letztlich zur Entwicklung verschiedener Strategien zur Minimierung der daraus
abgeleiteten Schädigungsmechanismen.
Ausgehend von einer Übersicht bereits bekannter Schädigungsmechanismen in Kapitel 3.1,
werden in Kapitel 3.2 mögliche Ansätze zur Verringerung der Zellschädigung hergeleitet.
Hieraus werden in Kapitel 3.3 die experimentellen Schwerpunkte dieser Arbeit ausgewählt
sowie die Zielsetzung der einzelnen Versuchsreihen definiert.
3.1  Mechanismen der Zellschädigung
Der natürliche Lebensraum der Erythrozyten ist durch besonders gleichbleibende Umgebungs-
bedingungen charakterisiert. Dazu gehören beispielsweise eine konstante Temperatur, ein
relativ konstanter Druck und pH-Wert, nur in geringem Maße variierende Konzentrationen an
osmotisch aktiven gelösten Stoffen, ein in etwa gleichbleibendes Angebot an Nahrungsstoffen
etc. Vergleicht man damit die extremen Bedingungen, denen die Zellen während des
Gefriertrocknungsprozesses ausgesetzt sind, erkennt man ein gewaltiges Schädi-
gungspotential. Im folgenden werden für die einzelnen Verfahrensschritte verschiedene
Mechanismen aufgeführt, die zu einer Zellschädigung führen können.
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3.1.1  Erstarrung
Der wichtigste Prozeßparameter während des Erstarrungsschritts ist die Kühlrate, also die
Temperaturabsenkung pro Zeiteinheit. Aufgrund langjähriger Erfahrungen auf dem Gebiet der
Kryokonservierung von Zellen9 ist die prinzipielle Abhängigkeit der Überlebensrate von der
verwendeten Kühlrate nach einem Frier-/Tauzyklus bekannt. Charakteristisch hierfür ist die
Existenz einer individuellen, für jede Zellart teilweise erheblich unterschiedlichen optimalen
Kühlrate. Das Zustandekommen dieses Kühlratenoptimums beruht auf der Überlagerung
zweier gegenläufiger zellschädigender Effekte und wurde 1972 von [Mazur 1972] in der
sogenannten „Zwei-Faktor-Hypothese“ für suspendierte Zellen beschrieben. Vereinfacht
dargestellt bestimmt die Kühlrate die Kinetik des Erstarrungsprozesses und somit auch das
Ausmaß des Konzentrationsanstiegs innerhalb der die Zellen umgebenden Restlösung (siehe
Kapitel 2.1.2): Mit steigender Kühlrate sinkt der Grad der Entmischung, d.h., die Zellen sind
einer geringeren Konzentrationsveränderung ausgesetzt. Zusätzlich verkürzt sich die Zeit
zwischen der Entstehung erster Eiskristalle und der vollständigen Erstarrung der Restlösung.
Beide Aspekte bewirken, daß die osmosebedingte Wasserabgabe der Zellen geringer ausfällt,
woraufhin die Wahrscheinlichkeit einer Zellschädigung durch intrazelluläre Eisbildung an-
steigt. Mit sinkender Kühlrate hingegen werden die Zellen zunehmend osmotisch belastet, be-
ziehungsweise sie verweilen länger in Lösungen mit unphysiologisch hoher Konzentration. Im
Bereich der optimalen Kühlrate ist die aus beiden Effekten resultierende Zellschädigung am
geringsten (siehe Bild 7).
Die Größenordnung der optimalen Kühlrate wird im wesentlichen durch die spezifischen
Eigenschaften der jeweiligen Zellart bestimmt. Hierzu gehören beispielsweise die Permea-
bilität der Zellmembran für Wasser oder das Verhältnis aus Zellvolumen und Zelloberfläche.
Durch Zugabe von Frierschutzadditiven, aber auch bis zu einem bestimmten Maße durch
Veränderung der Osmolarität der Zellsuspension, lassen sich die Lage und die Höhe des
Überlebensratenoptimums gezielt beeinflussen (siehe Kapitel 3.2.1).
                                                
9 Bereits im Jahre 1949 gelang es den Pionieren Polge, Smith und Parkes erstmals, Spermazellen erfolgreich zu
kryokonservieren [Polge 1949].
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Bild 7 Qualitative Abhängigkeit der Überlebensrate von der Kühlrate für kryokonservierte
suspendierte Zellen. Durch die Überlagerung der beiden Schädigungsmechanismen „osmo-
tische Zellschrumpfung“ und „intrazelluläre Eisbildung“ ergibt sich ein optimaler Kühlraten-
bereich mit minimaler Zellschädigung.
3.1.2  Vakuumtrocknung
Während der Vakuumtrocknung unterscheidet man prinzipiell zwischen zwei verschiedenen
Schädigungsursachen. Zum einen besteht die Gefahr, daß sich die Eigenschaften des für die
Konservierung dringend erforderlichen glasartigen Gefüges verändern, zum anderen kann der
Wasserentzug selbst zu einer Beeinträchtigung der Zellvitalität führen.
Strukturelle Veränderungen des glasartigen Gefüges
Wie bereits in Kapitel 2.1.2 beschrieben, entsteht während des Erstarrungsschritts neben einer
Eisphase auch eine Glasphase. Letztere schließt die Zellen ein und schützt sie dadurch vor
mechanischen und chemischen Einflüssen. Der permanente Erhalt der glasartigen Struktur ist
eine wesentliche Voraussetzung für die Konservierung der Zellen. Bild 8 zeigt eine licht-
mikroskopische Aufnahme des Trocknungsschritts einer Erythrozytenprobe. Man erkennt an
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der Transparenz der Probe, daß die amorphe Struktur des Glases während der gesamten
Trocknungssequenz erhalten bleibt. Dies deutet auf eine ausreichend niedrige Probentempe-
ratur hin.
Bild 8 Lichtmikroskopische Betrachtung des Vakuumtrocknungsschrittes einer Erythrozytenprobe
bei ausreichend niedriger Probentemperatur (Gesamtdauer der Sequenz etwa zwei Minuten).
Man erkennt das Fortschreiten der Trocknungsfront von links nach rechts. Während der
Trocknung bleibt die Probe transparent, was auf den Erhalt der glasartigen Struktur
hindeutet.
Besonders durch den Einfluß einer zu hohen Probentemperatur werden die Existenz der
Glasphase und damit auch die Vitalität der Zellen gefährdet. Übersteigt die Probentemperatur
die Glasübergangstemperatur (siehe Bild 2), kann das Glas in eine hochviskose, übersättigte
Lösung übergehen [Franks 1982], die möglicherweise zu einem Kollaps führt. Aber auch bei
deutlich niedrigeren Temperaturen kann es zu einer partiellen strukturellen Umwandlung des
Gefüges kommen. Besonders die Erstarrung mit hoher Kühlrate führt häufig zu einer
unvollständigen Kristallisation. Hierbei wird der Gleichgewichtszustand, d.h. das im
10µm
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Phasendiagramm beschriebene Verhältnis von Eis- zu Glasphase, nicht erreicht, da der
Kristallisationsprozeß infolge der schnellen Abkühlung und der damit verbundenen Viskosi-
tätszunahme behindert wird [Kurz 1986] (siehe auch Kapitel 3.1.1).
Wenn beim Wiedererwärmen der unterbrochene Kristallisationsprozeß fortgesetzt wird, so
spricht man von Rekristallisation [Franks 1982]. Die direkte Umbildung des Glases in den
thermodynamisch bevorzugten, kristallinen Zustand nennt man Devitrifikation [Hobbs 1974].
Beide Vorgänge sind temperaturabhängig und können die Zellen schädigen. Bild 9 zeigt den
Verlauf der Vakuumtrocknung einer Erythrozytenprobe, wobei infolge einer zu hohen Proben-
temperatur bereits vor dem Passieren der Trocknungsfront eine Veränderung des amorphen
Probengefüges zu erkennen ist. Durch die mit der Devitrifikation einhergehende Kristall-
bildung geht die Transparenz der Probe verloren.
Bild 9 Lichtmikroskopische Betrachtung des Vakuumtrocknungsschrittes einer Erythrozytenprobe
bei zu hoher Probentemperatur (Gesamtdauer der Sequenz etwa zehn Minuten). Man
erkennt das Fortschreiten der Trocknungsfront von links nach rechts. Bereits vor dem
Passieren der Trocknungsfront kommt es zur Devitrifikation des Probengefüges. Durch die
damit einhergehende Kristallbildung geht die Transparenz der glasartigen Struktur verloren.
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Phasenübergänge in der Zellmembran
Neben einer Beeinträchtigung der Probenstruktur kann auch der Wasserentzug selbst zu einer
Schädigung der Zellen führen. In der Zellmembran bewirkt der Wasserentzug oft solch
massive Veränderungen, daß deren strukturelle und funktionelle Integrität irreversibel verlo-
rengehen können [Crowe 1984a]. Zu diesen Veränderungen gehören vor allem die Phasen-
trennung verschiedener Membranbestandteile, der Übergang vom lamellaren Bilayer zu Nicht-
Bilayer-Phasen sowie die Fusion benachbarter Bilayer [Crowe 1989a]. Entzieht man der
Membran das Wasser, tritt eine Verringerung der lateralen Abstände zwischen den einzelnen
Phospholipid-Kopfgruppen auf [Quinn 85, Camaron 1987, Crowe 1989b, Wolfe 1992]. Durch
das enge Zusammenrücken der Phospholipide wird die Phasenübergangstemperatur in der
Membran (Tm) um bis zu 80 °C erhöht [Crowe 1997] und es kann zum Übergang von der
ursprünglich vorliegenden flüssig-kristallinen Phase in eine Gelphase kommen [Crowe 1986b]
(siehe Bild 10). Da die Membran aus vielen verschiedenen Phospholipiden zusammengesetzt
ist und jedes Phospholipid eine individuelle, vom Wassergehalt abhängige Tm besitzt, findet
dieser Phasenübergang nicht gleichzeitig statt, sondern sukzessive, jeweils bei Erreichen der
entsprechenden Tm. Es ist wahrscheinlich, daß es dabei zu einer lateralen Trennung der
verschiedenen Membranbestandteile kommt, wodurch die Zelle geschädigt wird [Crowe
1986a].
Bild 10 Lamellares Bilayer im hydrierten und im trockenen Zustand. Die Wassermoleküle sind als
kleine Kreise dargestellt (nach [Crowe 1989]).
Während sich bei Anwesenheit von Wasser durch Anziehung der polaren Kopfgruppen und
Abstoßung der unpolaren Schwänze ein stabiles, lamellares Phospholipid-Bilayer ausbildet,
ist diese ordnende Kraft im dehydrierten Zustand nicht mehr vorhanden. Dies kann mit einer
Änderung der Membranformation zu einer inversen, hexagonalen Phase (HII) verbunden sein
[Crowe 1986a] (siehe Bild 11). Hierbei bilden die Phospholipide lange Zylinder, zu deren
Hydriertes Bilayer Trockenes Bilayer
Dehydrierung
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Mitte die polaren Kopfgruppen orientiert sind. Die Ausbildung einer solchen hexagonalen
Phase impliziert ebenfalls eine Schädigung der Membran, da die HII-Form keine semi-
permeable Barriere mehr darstellt, und damit eine der Hauptanforderungen an eine biolo-
gische Membran nicht erfüllt [Bryant 1992, Crowe 1983]. Als weitere mögliche Ursache für
die Ausbildung einer HII-Membranformation wird auch die häufig beobachtete Fusion von
Membranvesikeln zu größeren Strukturen diskutiert [Cullis 1979].
Bild 11 Organisationsformen einer Phospholipidmembran. Links: lamellares Bilayer, rechts: inverse
hexagonale Phase (HII) (nach [Crowe 1983]).
Denaturierung von Proteinen
Neben der Zellmembran sind auch Proteine anfällig für Schädigungen infolge des Wasserent-
zugs. Im hydrierten Zustand bedecken Wassermoleküle die Oberfläche eines Proteinmoleküls
in Form eines Monolayers und spielen so eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der
dreidimensionalen Struktur des Proteins [Jameson 1979, Tan 1991].10 Bei Entfernung des
Wassers kann es zu einer Veränderung der Proteinkonformation (Denaturierung) kommen,
welche von einem Verlust an biologischer Aktivität begleitet wird. Betroffen von solchen
Veränderungen sind beispielsweise die Enzyme des Zellstoffwechsels, so daß die Energie-
versorgung der Zellen erheblich beeinträchtigt werden kann. Auch das Hämoglobin verändert
während der Trocknung seine Struktur. Durch die Entfernung des Wassers bildet sich aus
Oxyhämoglobin Methämoglobin, d.h., das zentrale Eisenatom des Häms wird oxidiert, so daß
kein Sauerstoff mehr gebunden werden kann (siehe Kapitel 2.2.2) [Labrude 1984, Labrude
                                                
10Die dreidimensionale, räumliche Struktur eines Proteins (auch Tertiärstruktur) ist entscheidend für dessen
spezifische Funktion.
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1987]. Da diese Umwandlung mit einer Farbänderung einhergeht, kann sie sogar mit bloßem
Auge beobachtet werden.
3.1.3  Rehydrierung
In Analogie zur Vakuumtrocknung unterscheidet man auch bei der Rehydrierung zwischen
indirekten Schädigungen, die aufgrund starker Konzentrationsschwankungen im extrazellu-
lären Bereich auftreten, und direkten Schädigungen, die als unmittelbare Folge einer Verän-
derung des Hydrierungsgrads, beispielsweise der Membran, zu einer Beeinträchtigung der
Zellvitalität führen.
Osmotische Effekte
Während der Rehydrierung müssen quasi alle in den vorangegangenen Prozeßschritten durch-
laufenen Veränderungen der Zellen selbst oder deren Umgebung in umgekehrter Reihenfolge
durchlaufen werden. Beim ersten Kontakt der getrockneten Probe mit dem Rehydriermedium
sind die Zellen erneut kurzzeitig extrem hohen Konzentrationen an gelösten Stoffen ausge-
setzt, unabhängig davon, wie hoch die Konzentration des Rehydriermediums selbst ist. Dies
führt zu einer starken osmotischen Belastung der eventuell schon vorgeschädigten Zellen. In
diesem Zusammenhang kann auch die Löslichkeit des Trockenmaterials zu einem wichtigen
Parameter werden, da zu Beginn auftretende Konzentrationsspitzenwerte im extrazellulären
Medium durch rasches Auflösen schnell abgebaut werden können.
Bild 12 zeigt den idealen Verlauf einer Rehydrierung am Beispiel einer nur wenige Mikro-
meter dicken Erythrozytenprobe. Um den Rehydrierungsschritt mit Hilfe eines Lichtmikro-
skops untersuchen zu können, wurde die Probe vorher zwischen zwei Deckgläschen einge-
froren und gefriergetrocknet. Die dadurch entstandene sehr dünne Schicht (Monolayer) er-
möglicht ein schnelles Auflösen, wodurch eine Schädigung durch osmotische Effekte prak-
tisch vollständig verhindert werden kann.
Phasenübergänge in der Zellmembran
Während die Veränderungen der Zellmembraneigenschaften im Verlauf der Vakuumtrock-
nung relativ unschädlich sind, da sie erst im annähernd wasserfreien Zustand auftreten, kön-
nen sie während der Rehydrierung eine massive Leckage intrazellulärer Bestandteile (z.B. des
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Hämoglobins) durch die Zellmembran hervorrufen. Besonders der Phasenübergang der Phos-
pholipide aus der Gelphase in die flüssig-kristalline Phase wird in diesem Zusammenhang als
eine Hauptursache für eine Schädigung angesehen [Crowe 1989c].
Bild 12 Lichtmikroskopische Betrachtung des Rehydrierungsschrittes einer gefriergetrockneten
Erythrozytenprobe (Gesamtdauer der Sequenz etwa eine Sekunde). Man erkennt das Fort-
schreiten der Rehydrierfront von links oben nach rechts unten.
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3.2  Ansätze zur Verringerung der Zellschädigung
Wie im vorangegangenen Kapitel beschrieben, gibt es eine ganze Reihe verschiedener Me-
chanismen, die im Laufe der Gefriertrocknung zu einer Schädigung der Zellen führen können.
Diesen Mechanismen kann man bis zu einem gewissen Grade gezielt entgegenwirken.
Teilweise hat jedoch die dazu notwendige Veränderung eines bestimmten Verfahrenspara-
meters unterschiedliche Auswirkungen auf verschiedene Verfahrensschritte. Da die vor der
Erstarrung gewählte Probenzusammensetzung während des laufenden Prozesses nicht mehr
verändert werden kann, müssen zwangsläufig Kompromisse eingegangen werden, um ein
möglichst gutes Ergebnis nach der Rehydrierung zu erzielen. Das bedeutet andererseits, daß
die verwendeten Zusatzstoffe für sämtliche Prozeßschritte geeignet sein müssen, wodurch
deren Auswahl erheblich eingeschränkt wird.
Einen sinnvollen Ansatz stellt die Anlehnung an bestehende Verfahren zur Kryokonservierung
von Erythrozyten dar. Gemäß Mazurs Zwei-Faktor-Hypothese (siehe Kapitel 3.1.1) existiert
ein bestimmter, je nach Zellart unterschiedlicher Kühlratenbereich, in dem die maximale
Überlebensrate erreicht wird. Im Falle von Erythrozyten liegt diese optimale Kühlrate bei etwa
4.800 K/min [Nick 1979]. Durch Zugabe bestimmter Zusatzstoffe, sogenannter Gefrier-
schutzadditive, ist es allerdings möglich, den optimalen Kühlratenbereich deutlich in Richtung
niedrigerer Kühlraten zu verschieben und dabei zusätzlich die erreichbare Überlebensrate zu
verbessern.11 Bereits früh haben sich zwei unterschiedliche Gefrierschutzadditive für Ery-
throzyten etabliert: Glyzerin [z.B. Smith 1950, Lovelock 1952, Krijnen 1968, Valeri 1975]
und Hydroxyethylstärke (HES) [z.B. Knorpp 1967, Forest 1972, Meryman 1972, Allen 1978].
Da Glyzerin durch seine ungünstigen Glasbildungseigenschaften (Tg‘ (Glyzerin) = –65 °C
[Slade 1991])12 als Zusatzstoff für die Gefriertrocknung relativ ungeeignet ist, wird in dieser
Arbeit HES verwendet (zum Vergleich: Tg‘ (HES) = –6,5 °C [Slade 1991]). Als Ausgangs-
punkt dient ein am Helmholtz-Institut entwickeltes Kryokonservierungsprotokoll für
Erythrozyten [z.B. Sputtek 1992a, Sputtek 1995], nach welchem durch Zusatz einer Gefrier-
                                                
11Theorien zur Wirkungsweise der Gefrierschutzadditive werden beispielsweise in [Körber 1985] diskutiert.
12Tg‘ bezeichnet die spezielle Glasübergangstemperatur der während der Erstarrung maximal aufkonzentrierten
Lösung (d.h. im thermodynamischen Gleichgewichtszustand, siehe Bild 2) [z.B. Slade 1991].
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schutzlösung mit einem HES-Anteil von 24,5 Gew.-% eine Salzstabilität von mehr als 90 %
erzielt wurde.13 Dieses Protokoll wird vor dem Hintergrund der zusätzlichen oder veränderten
Anforderungen des Gefriertrocknungsprozesses gegenüber der Kryokonservierung sukzessive
überarbeitet.
3.2.1  Erstarrung
Ein möglicher Ansatz zur Optimierung des Erstarrungsschritts für die Gefriertrocknung sind
Voruntersuchungen durch Frier-/Tauversuche. Da sie ohne die langwierige und kostspielige
Vakuumtrocknung auskommen, greift man gerne auf sie zurück, obwohl ein dabei ermitteltes
Kühlratenoptimum durchaus vom tatsächlichen, auf den Gesamtprozeß bezogenen Optimum
abweichen kann. Grund hierfür ist der zusätzlich benötigte Tauschritt,14 der ebenfalls
potentiell zellschädigend ist. Falls die durch Frier-/Tauversuche optimierte Zellüberlebensrate
ein gutes Zwischenergebnis für die Gefriertrocknung darstellt (z.B. 90 %), ist es jedoch nicht
relevant, ob diese (nur geringe) Schädigung während der Erstarrung oder des Tauens
aufgetreten ist.
Problematisch ist allerdings der in der Praxis durchaus übliche Umkehrschluß, nämlich daß
Kühlraten, die außerhalb des durch Frier-/Tauversuche ermittelten optimalen Bereichs liegen,
automatisch auch nicht für die Gefriertrocknung sinnvoll sind. Hier stellt sich sehr wohl die
Frage, ob die Zellen während der Erstarrung oder des Tauens geschädigt werden. Die Zellen
könnten theoretisch den Erstarrungsschritt unbeschadet überstehen, aber während des Tauens
stark geschädigt werden. In diesem Fall wäre also das gute Zwischenergebnis nach der Erstar-
rung nicht zu erkennen.
Insbesondere solche Kühlraten, die deutlich oberhalb der für die Kryokonservierung ermittel-
ten optimalen Kühlrate liegen, sind möglicherweise für die Gefriertrocknung vorteilhaft. Denn
gerade nach der Erstarrung mit hoher Kühlrate besitzt der Tauschritt das größte Schädi-
gungspotential, da die erreichbare Erwärmungsrate oft nicht ausreicht, um während des
                                                
13Hierbei wurden folgende Verfahrensparameter verwendet: Optimale Kühlrate: ca. 220 K/min, Erwärmungsrate:
ca. 400 K/min, Hämatokrit: 40 %, NaCl-Konzentration: 60 mmol/l.
14Die Vitalität der Zellen kann nicht im gefrorenen Zustand ermittelt werden.
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Tauens eine Devitrifikation der noch gefrorenen Probe zu verhindern [z.B. Fahy 1984, Pegg
1984, Jochem 1989, Kresin 1994].15 Hier liegt ein wichtiger neuer Ansatzpunkt für eine
Verbesserung des Gefriertrocknungsverfahrens, da dieser Kühlratenbereich für den vorlie-
genden Anwendungsfall bisher noch nicht untersucht wurde.
3.2.2  Vakuumtrocknung
Die Probentemperatur sollte während des gesamten Gefriertrocknungsprozesses unterhalb der
jeweiligen vom Wassergehalt abhängigen Glasübergangstemperatur liegen, um einen struktu-
rellen Kollaps zu vermeiden. Aber auch bei deutlich niedrigeren Temperaturen kann es zu
einer Schädigung kommen, wenn es innerhalb der Probe zur Bildung neuer oder zum
Wachstum bereits vorhandener Eiskristalle kommt (siehe Kapitel 3.1.2). [Spieles 1995a]
untersuchte die Stabilität von mit HES als Gefrierschutzadditiv gefrorenen Erythrozyten nach
der Lagerung bei verschiedenen Temperaturen (siehe Bild 13).
Die Ergebnisse zeigen, daß die Hämolyse deutlich mit zunehmender Lagertemperatur und
Lagerzeit ansteigt. Während nach 24stündiger Lagerung bei –50 °C eine Hämolyse von etwa
50 % gemessen wurde, betrug diese beispielsweise nach gleich langer Lagerung bei –25 °C
bereits beinahe 80 %.
                                                
15Je höher die Kühlrate gewählt wird, desto stärker weicht das tatsächliche Mengenverhältnis von Eis- zu Glas-
phase vom thermodynamisch bevorzugten Gleichgewichtswert ab. Während der Wiedererwärmung durchlaufen
die Proben dann erneut den Temperaturbereich, in dem eine Entmischung beider Phasen stattfinden kann.
Dabei steigt gleichermaßen die Wahrscheinlichkeit, daß sich das tatsächliche Mengenverhältnis dem
thermodynamisch bevorzugten annähert und die Zellen im Zuge struktureller Veränderung des umgebenden
Gefüges geschädigt werden.
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Bild 13 Stabilität von mit HES als Gefrierschutzadditiv kryokonservierten Erythrozyten in Abhän-
gigkeit von der Lagertemperatur im gefrorenen Zustand (nach [Spieles 1995a]).
Bezogen auf die Gefriertrocknung bedeutet dies, daß während der Vakuumtrocknung mit
einem ähnlich temperaturabhängigen Anstieg der Hämolyse zu rechnen ist.16 Es ist daher zu
vermuten, daß sich die Reduktion der Trocknungstemperatur positiv auf das Überleben der
Zellen auswirkt. Obwohl spätere Experimente von [Spieles 1996a] diese Vermutung nicht
belegen konnten, wird dieser Ansatz, nach Modifizierung verschiedener Prozeßparameter, hier
erneut aufgegriffen. Dies setzt jedoch die Eigenentwicklung einer Tieftemperatur-
Gefriertrocknungsanlage voraus, da kommerziell erhältliche Laborgefriertrocknungsanlagen
nicht oder nur begrenzt für den Tieftemperatureinsatz ausgelegt sind.
Da unabhängig von der Trocknungstemperatur auch der Wasserentzug selbst zu einer
Schädigung der Zellen führen kann, werden in der Fachliteratur weitere Schutzmaßnahmen
                                                
16Von zusätzlichen Schädigungen infolge des Wasserentzugs selbst (siehe Kapitel 3.1.2) sei an dieser Stelle
einmal abgesehen.
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diskutiert: Einen der bekanntesten Ansätze stellt die sogenannte „water-replacement-
hypothesis“ [Crowe 1996] dar. Hierin wird postuliert, daß die meisten Zucker (Saccharide)
ebenso wie Wassermoleküle in der Lage seien, mit den Phospholipiden der Zellmembran
Wasserstoff-Brückenbindungen einzugehen. Die Stabilisierung der Membran könne demnach
auch während der Dehydrierung aufrechterhalten werden, wenn vorher eine ausreichende
Menge an Wassermolekülen durch Saccharide substituiert würde.
Im Falle von Liposomen bewirkt die Zugabe bestimmter Saccharide neben der Einhaltung der
lateralen Abstände zwischen den Phospholipid-Kopfgruppen auch eine teilweise massive
Absenkung der Phasenübergangstemperatur Tm. So kann unter Umständen während des
gesamten Trocknungsprozesses verhindert werden, daß innerhalb des Bilayers ein Phasen-
übergang von der flüssig-kristallinen zur Gelphase stattfindet [Crowe 1989c] (siehe Bild 14).
Einfachzucker (Monosaccharide) wie Glukose, besonders aber Zweifachzucker (Disaccharide)
wie Maltose, Saccharose oder Trehalose erzielen hierbei die größte Wirkung [Crowe 1984a,
Crowe 1984b, Crowe 1987, Crowe 1988].
Bild 14 Qualitatives Phasenzustandsdiagramm einer Phospholipidmembran. Der Verlauf der
Phasenübergangstemperatur Tm hängt vom Hydrierungsgrad des Phospholipids ab. Durch
Zugabe bestimmter Zucker läßt sich Tm herabsetzen [z.B. Crowe 1989c].
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Einen ähnlich schützenden Effekt haben Saccharide auf verschiedene Proteine wie beispiels-
weise Katalase [Tan 1991], Phosphofruktokinase [Carpenter 1987] oder Hämoglobin
[Labrude 1980]. Auch hier wird die Stabilisierung einer Ausbildung von Wasserstoff-
Brückenbindungen zwischen Saccharid und Protein zugeschrieben [Carpenter 1987, Carpenter
1988]. Um auch die Proteine im Inneren der Erythrozyten zu schützen, können nur
Monosaccharide wie beispielsweise Glukose verwendet werden, da sie aufgrund ihrer gerin-
gen Größe die Membran passieren können. Daher scheiden hierzu gerade die besonders wirk-
samen Disaccharide aus [z.B. Spargo 1997].
3.2.3  Rehydrierung
Um die osmotische Belastung der Zellen während des Rehydrierungsschritts zu minimieren,
spielt die Zusammensetzung des Rehydriermediums ein wichtige Rolle. Gemäß Massenbilanz
reicht es zur Wiederherstellung der Ausgangskonzentrationen aus, der Probe die während der
Vakuumtrocknung entzogene Menge reinen Wassers zuzuführen. Hierbei wird allerdings
nicht berücksichtigt, daß die hoch aufkonzentrierte Trockensubstanz relativ lange braucht, um
wieder vollständig in Lösung zu gehen. Unterdessen kann es in der noch unvollständig
rehydrierten Probe zu großen Konzentrationsgradienten kommen, denen die Zellen bis zum
Erreichen des Gleichgewichtszustandes ausgesetzt sind. Durch Rehydrierung mit deutlichem
Überschuß an Rehydriermedium kann dieser Effekt verringert werden, jedoch verbietet dieses
Vorgehen die Verwendung reinen Wassers, da letzteres die Osmolarität in der extrazellulären
Lösung zu stark herabsetzen würde. So muß ein Kompromiß gefunden werden, der einerseits
die maximale Toleranz der Zellen gegenüber kurzzeitig auftretenden Konzentrationsspitzen,
andererseits die letztlich resultierende Endkonzentration der gelösten Substanzen berück-
sichtigt.
Die Temperatur des Rehydriermediums ist ebenfalls ein wichtiger Prozeßparameter. Zwar
beschleunigen höhere Temperaturen das Auflösen der getrockneten Probe und reduzieren
somit lokale Konzentrationsspitzen, sie erhöhen aber auch die Permeabilität der Zellmembran,
wodurch es teilweise zu erheblichen transmembranösen Stoffströmen kommen kann.
Ebenfalls diskutiert wird die Zugabe von Sacchariden oder Makromolekülen zum Schutz der
Zellmembran sowie von energiereichen Zwischenprodukten der Glykolysekette zur möglichst
schnellen Wiederaufnahme der Stoffwechselaktivität [Goodrich 1993].
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Ein weiterer Ansatz verfolgt das Ziel, die während der Rehydrierung erwarteten Zellschä-
digungen durch eine entsprechende Vorbehandlung der Proben zu verringern. Ausgangspunkt
hierfür ist die Überlegung, den Phasenübergang innerhalb der Zellmembran aus der Gelphase
in die flüssig-kristalline Phase unter Ausschluß von freiem Wasser zu induzieren.17 Da in
diesem Fall für einen Stofftransport kein Lösungsmittel zur Verfügung stünde, ließe sich die
Leckage intrazellulärer Substanzen verhindern. Während der Rehydrierung wäre nun aufgrund
dieses Phänomens keine weitere Leckage mehr zu erwarten. Dieser Ansatz ließe sich entweder
durch eine Erwärmung der Proben auf eine Temperatur oberhalb Tm oder durch deren
Vorhydrierung in Wasserdampf realisieren (siehe Bild 15) [Crowe 1989c].
Bild 15 Mechanismus der Zellschädigung während der Rehydrierung. Wird das trockene Bilayer
nicht bis oberhalb von Tm erwärmt (oberer Weg), kommt es während der Rehydrierung zum
Phasenübergang und infolgedessen zur Leckage. Wird das Bilayer aber bis oberhalb von Tm
erwärmt oder teilweise durch Wasserdampf vorhydriert (unterer Weg), erfolgt der
Phasenübergang in Abwesenheit von freiem Wasser und eine Leckage wird verhindert (nach
[Crowe 1989c]).
                                                
17Während des Phasenübergangs der verschiedenen Phospholipide kommt es innerhalb der Membran zu
strukturellen Umwandlungen, die zu temporären Undichtigkeiten führen (siehe Kapitel 3.1.3).
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3.3  Zielsetzung der Versuchsreihen
Zusammenfassend bleibt festzuhalten, daß während der einzelnen Verfahrensschritte der
Gefriertrocknung eine Vielzahl unterschiedlicher Schädigungsmechanismen das Überleben
der Zellen beeinträchtigen kann. Die Ursachen für diese möglichen Schädigungen sind im
wesentlichen auf physikalische beziehungsweise thermodynamische Veränderungen der
Zellen selbst oder ihrer Umgebung zurückzuführen. Um diese Veränderungen entweder so
gering wie möglich zu halten oder die Zellen bestmöglich auf notwendige Veränderungen
vorzubereiten, sind verschiedene Strategien möglich. Da aber nicht alle in Kapitel 3.2 herge-
leiteten Ansätze im Rahmen dieser Arbeit ausführlich verfolgt werden können, müssen für
den experimentellen Teil Schwerpunkte gesetzt werden. Bild 16 zeigt die Wahl dieser Schwer-
punkte und verweist auf die dazugehörigen Versuchsreihen.
Bild 16 Zusammenstellung der wichtigsten Schädigungsursachen während der Gefriertrocknung mit
Verweis auf die im Rahmen dieser Arbeit variierten Prozeßparameter.
Die einzelnen Versuchsreihen sollen jeweils für sich genommen verständlich sein und doku-
mentieren wichtige Zwischenergebnisse auf dem Weg zu einem optimierten Protokoll zur
Gefriertrocknung von Erythrozyten. Um Diskontinuitäten in der Formulation oder Prozeß-
führung zu vermeiden und um die Nachvollziehbarkeit der eingeschlagenen Optimierungs-
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strategien zu steigern, entspricht die Reihenfolge der Versuchsreihen nicht dem zeitlichen
Verlauf des Gefriertrocknungsprozesses, sondern orientiert sich an der Chronologie und Logik
der Verfahrensoptimierung. Dadurch, daß bereits optimierte Verfahrensparameter während
späterer Versuchsreihen beibehalten werden, soll trotz des modularen Aufbaus die Kontinuität
der Entwicklung zu erkennen sein.
Damit die Auswirkungen einer Verfahrensveränderung eindeutig zuzuordnen sind, wird in
jeder Versuchsreihe möglichst nur ein Prozeßparameter variiert. Dadurch soll eine Überlage-
rung gegenläufiger Effekte vermieden werden. Übergeordnetes Ziel der Optimierungsversuche
ist, allgemeingültige, d.h. auch auf andere zelluläre Systeme übertragbare Erkenntnisse zu
gewinnen. Eine erfolgreiche Gefriertrocknung des hier verwendeten Zellmodells, der
menschlichen Erythrozyten, beziehungsweise eine Verbesserung der bisher äußerst geringen
Wiederfindungsraten würde einen zusätzlichen Bonus bedeuten.
Eine geeignete Gefriertrocknungsanlage, die ausreichenden Spielraum zur Variation der
Verfahrensparameter bietet, ist das wichtigste Werkzeug für sämtliche experimentellen Unter-
suchungen zu dieser Thematik. Insbesondere wegen der hohen Ansprüche an die Temperatur-
führung während der Vakuumtrocknung (siehe Kapitel 3.2.2) reichen herkömmliche, kom-
merziell erhältliche Gefriertrocknungsanlagen hierfür nicht aus. Daher wird in Kapitel 4
zunächst auf die in den folgenden Versuchsreihen verwendete Anlagentechnik eingegangen.
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4 Entwicklung einer Tieftemperatur-Gefriertrock-
nungsanlage
4.1  Auslegungskriterien
Da kommerziell erhältliche Laborgefriertrockner aufgrund ihrer limitierten Kälteleistung
keine ausreichende Probenkühlung gewährleisten,18 wird für den vorliegenden Anwendungs-
fall eine spezielle Tieftemperatur-Gefriertrocknungsanlage entwickelt und gebaut. Die Ausle-
gung der Anlage erfolgt nach folgenden Kriterien:
1. Vor dem Hintergrund der Untersuchungen zur Lagerstabilität gefrorener Erythrozyten
[Spieles 1995a] (siehe Bild 13) soll eine minimale Stellflächentemperatur (TSt) von –60 °C
erreicht werden können.
2. Um selbst bei minimaler TSt ein ausreichend großes treibendes Gefälle für den Wasser-
dampftransport von der Stellfläche zum Kondensator zu gewährleisten (siehe Bild 4), wird
eine Kondensatortemperatur (TK) von mindestens –100 °C gefordert.
3. Aus Kostengründen sollen die Stellfläche und der Kondensator mit Hilfe vorhandener
Kälteaggregate (Kryostaten) gekühlt werden.
4. Alle experimentellen Daten (z.B. Temperatur- und Druckverläufe) und aktuelle Anlagen-
einstellungen sollen sowohl auf einem Display dargestellt als auch für spätere Auswer-
tungen gespeichert werden.
5. Geeignete Sicherheits- und Warnsysteme, welche die Anlage bei einem eventuellen Stör-
fall automatisch abschalten, sollen einen unbeaufsichtigten Dauerbetrieb ermöglichen.
                                                
18Üblich sind Kondensatortemperaturen von –55 °C ± 5 °C (z.B. AMSCO Finn Aqua, Modell: Lyovac GT2; Ed-
wards Hochvakuumtechnik, Modell: Modulyo, etc.) Die Stellflächentemperatur muß also höher als –55 °C
liegen.
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4.2  Realisierung
Die konstruktive Umsetzung der Gefriertrocknungsanlage wird durch die Nutzung bereits
vorhandener Kryostaten erleichtert. Zur Kühlung von Stellfläche und Kondensator werden
Rohrleitungen benötigt, die von einem Kältemittel durchströmt und abgekühlt werden.
Dadurch besteht die Möglichkeit, die Gefriertrocknungsanlage als einen unabhängigen
Anlagenkörper (siehe Kapitel 4.2.1) und verschiedene externe Versorgungssysteme (siehe
Kapitel 4.2.2) zu betrachten. Dieser Aufbau erlaubt auch eine Anpassung der Anlagen-
konfiguration an nachträglich veränderte Versuchsanforderungen.
Für alle im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Experimente wird die Gefriertrocknungs-
anlage in der folgenden „Tieftemperatur“-Konfiguration betrieben: Als Kältemittel für den
Kondensator dient flüssiger Stickstoff (LN2), dessen Siedetemperatur bei Normaldruck etwa
–196 °C beträgt. Die Stellflächenkühlung hingegen erfolgt mit Hilfe eines leistungsstarken
Kryostaten (Haake, KT120), der bei Verwendung von Ethanol als Kältemittel eine minimale
Vorlauftemperatur von etwa –90 °C erreicht. Eine alternative Anlagenkonfiguration, die auf
einem höheren Temperaturniveau mit zwei Kryostaten und somit ohne LN2 auskommt, wird
in [Rindler 1998a] beschrieben.
4.2.1  Anlagenkörper
Der Anlagenkörper ist nach dem Einkammerprinzip aufgebaut, d.h., Kondensator und
Probenstellfläche sind nicht räumlich voneinander getrennt (siehe Bild 17). Den Kondensator
bildet ein Kupferrohr, das in Form einer Schraubenfeder viermal gewunden ist. Der innere
und äußere Durchmesser (Da = 5 mm, Di = 3 mm) sowie die Lauflänge (L = 2 m) des Rohres
sind so gewählt, daß die daraus resultierenden Kondensatorkenngrößen (Eiskapazität, innerer
Strömungswiderstand und Verbrauch an flüssigem Stickstoff) in einem akzeptablen Bereich
liegen (siehe auch Kapitel 4.2.2, Kondensatorkühlung).
Als Probenstellfläche fungiert eine kreisförmige Messingplatte, deren Inneres vom Kältemittel
(Ethanol) durchströmt wird. Ihr Durchmesser beträgt 0,2 m, was einer nutzbaren Fläche von
0,0314 m2 entspricht (siehe Bild 18). Durch eine mäanderförmige Strömungsführung wird ein
guter Wärmeübergang vom Kältemittel zur Probenstellfläche erreicht (siehe auch Kapitel
4.2.2, Stellflächentemperierung).
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Bild 17 Anlagenkörper mit den Anschlüssen für die verschiedenen Versorgungssysteme.
Bild 18 Strömungsführung des Kältemittels innerhalb der Stellfläche der Gefriertrocknungsanlage.
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Eine Bodenplatte, ebenfalls aus Messing, nimmt sämtliche Rohrleitungen auf (die Durchfüh-
rungen sind vakuumdicht hartgelötet). Um ein Vereisen der Bodenplatte zu verhindern, ist in
deren Unterseite eine weitere Rohrleitung integriert, durch welche beispielsweise das im
Kryostaten aufgewärmte Kühlwasser geleitet werden kann (siehe Kapitel 4.2.2, Bodenplatten-
heizung).
Die Bodenplatte ist an einen Verbindungsring aus Polyamid geflanscht. Dieser Verbindungs-
ring enthält mehrere Gewindebohrungen, die als Anschlüsse für verschiedene Elemente des
Vakuumsystems dienen (siehe Kapitel 4.2.2, Vakuumsystem). Weiterhin fungiert die Ober-
seite des Verbindungsringes als Auflage für eine Plexiglashaube (AMSCO Finn Aqua, Lyovac
GT2, Höhe: 440 mm).
Die Temperaturen an Kondensator, Probenstellfläche und Bodenplatte werden mit Hilfe von
Pt100-Temperatursensoren gemessen (M. K. Juchheim GmbH & Co‚ Nr. 1.1810.1, Klasse B).
Letztere sind jeweils in einem mit Wärmeleitpaste gefüllten Kupferrohr (L = 20 mm,
Di = 3 mm) plaziert und gegen Verrutschen gesichert.
4.2.2  Versorgungssysteme
Kondensatorkühlung
Für die Kühlung des Kondensators wird flüssiger Stickstoff benutzt. Aus einem Vorratsbe-
hälter strömt dieser in den Kondensator der Gefriertrocknungsanlage, wo er verdampft und in
die Atmosphäre entweicht. Mit Hilfe eines PID-geregelten Servopneumatikventils (Kolven-
bach, KPS 3/4-10) wird gasseitig der Druck des Vorratsbehälters geregelt und dadurch die
Menge des ausströmenden flüssigen Stickstoffs eingestellt. Die minimale Kondensator-
temperatur liegt bei -190 °C19 und wird erreicht, wenn ein Behälterdruck pB von mehr als
1,3 bar aufgebaut wird. Hierzu werden etwa drei Liter flüssiger Stickstoff pro Betriebsstunde
benötigt. Bild 19 zeigt schematisch die Funktionselemente der Kondensatorkühlung.
                                                
19Die Siedetemperatur des flüssigen Stickstoffs erhöht sich, da das System unter Überdruck steht.
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Bild 19 Kühlung des Kondensators mit Hilfe von flüssigem Stickstoff. Der Flüssigkeitsstrom und da-
durch auch die Kondensatortemperatur werden durch gasseitig geregelten Druckaufbau ein-
gestellt.
Stellflächentemperierung
Die Probenstellfläche wird mit Ethanol temperiert. Dieses wird in einem Kryostaten (Haake,
KT120) abgekühlt und im geschlossenen Kreislauf durch die Stellfläche geleitet. Dabei wird
eine minimale Stellflächentemperatur von ca. –80 °C erreicht.
Anmerkung: Bei Verwendung von Hydrofluoroether (3M Chemicals, HFE 7100)20 läßt sich
mit Hilfe desselben Kryostaten sogar eine Stellflächentemperatur von –90 °C erzielen.
Die aktuelle Temperatur der Stellfläche (Ist-Wert) wird mit einem Pt100-Widerstandsthermo-
meter gemessen und vom Kryostaten intern geregelt. Die gewünschte Temperatur (Soll-Wert)
kann entweder direkt am Kryostaten eingestellt oder dem Kryostaten über die Anlagen-
steuerung als analoges Spannungssignal vorgegeben werden. Bild 20 zeigt schematisch den
Aufbau der Stellflächentemperierung.
                                                
20HFE 7100 ist ein Kältemittel, das sich durch eine besonders niedrige Viskosität im Tieftemperaturbereich
auszeichnet und dessen Stockpunkt unterhalb –130 °C liegt.
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Bild 20 Temperierung der Stellfläche mit Hilfe von Ethanol, das in einem geschlossenen Kreislauf
zirkuliert. Die aktuelle Temperatur der Stellfläche (Tist) wird mit einem Pt100-Widerstandsther-
mometer gemessen und als Analogsignal an den Kryostaten übertragen. Der externe Ist-
Wert dient als Grundlage für die interne Temperaturregelung des Kryostaten. Die Solltempe-
ratur (Tsoll) kann entweder manuell am Kryostaten eingestellt oder über ein analoges Span-
nungssignal vorgegeben werden.
Bodenplattenheizung
Das Vereisen der Bodenplatte aufgrund kondensierender Luftfeuchtigkeit wird durch eine
integrierte Heizung verhindert. Letztere ermöglicht auch die Verwendung eines herkömm-
lichen O-Rings (Simrit, Nr. 72 NBR 872; Werkstoff: Acrylnitril-Butadien-Kautschuk;
Einsatzbereich bis –35 °C) zur Abdichtung des Anlagenkörpers (siehe Bild 17). Bild 21 zeigt
schematisch die Funktionsweise der Bodenplattenheizung. Das im Kryostaten (6) aufgewärm-
te Kühlwasser wird durch einen in die Bodenplatte eingelassenen Kupferrohrring (8) geleitet.
Der Vorlaufdruck des Kühlwassers kann bei Bedarf durch eine dem Kryostaten vorgeschaltete
Heizungspumpe (3) verstärkt werden. Auf der Rücklaufseite ermöglicht eine variable Drossel
(7) (im Bypass) die Regulierung des Wasserstroms durch die Bodenplatte. Ein Magnetventil
(2) und ein Rückschlagventil (9) schließen im Falle einer Leckage des dazwischenliegenden
Leitungssystems und verhindern einen weiteren Wasseraustritt (siehe Kapitel 4.2.4;
Wasserwächter). Zwei Kugelhähne (1, 10) dienen der dauerhaften Absperrung des Kühl-
wasserstroms.
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Bild 21 Bodenplattenheizung mit Hilfe des aufgewärmten Kühlwassers des Kryostaten. 1, 4, 5, 10:
Kugelhähne; 2: Magnetventil; 3: Heizungspumpe; 6: Wärmetauscher im Kryostat; 7: variable
Drossel; 8: Rohrring in der Bodenplatte der Gefriertrocknungsanlage; 9: Rückschlagventil.
Vakuumsystem
Das Vakuum wird mit Hilfe einer zweistufigen Drehschiebervakuumpumpe (Pfeiffer, DUO
010 M) erzeugt. Über einen Vakuumschlauch (1000 mm, DN25 KF) und ein Kreuzstück
(DN40 KF) ist die Pumpe mit dem Anlagenkörper verbunden. Die beiden freien Enden des
Kreuzstücks nehmen Vakuumstromdurchführungen auf (Leybold, GM/40/8/R), die für die
Temperaturmessungen im Inneren des Anlagenkörpers notwendig sind (je zwei Stromdurch-
führungen für die beiden Pt100-Temperatursensoren an Kondensator und Probenstellfläche
sowie für zwei zusätzliche Thermoelemente, siehe Kapitel 5.1.5). Der Druck wird mit Hilfe
eines Thermovac-Meßkopfes (Leybold, TR 211 KF) und eines Combivac-Meßverstärkers
(Leybold, CM 31) aufgenommen beziehungsweise angezeigt. Der minimale Enddruck in der
Vakuumkammer beträgt bei Raumtemperatur, d.h. ohne Kühlung von Stellfläche und Kon-
densator, etwa 2 Pa.21 Dies deutet auf eine relativ geringe Gesamtleckage des Vakuumsystems
hin.
                                                
21Der minimale Enddruck (total) der Vakuumpumpe wird vom Hersteller mit 5⋅10-2 Pa angegeben.
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4.2.3  Anlagensteuerung und Meßwerterfassung
Die Temperaturen von Stellfläche und Kondensator sowie der Anlagendruck werden kontinu-
ierlich angezeigt und für spätere Auswertungen gespeichert. Dies erfolgt mit Hilfe selbst ent-
wickelter Softwaremodule, basierend auf dem Programm LabVIEW® (National Instruments).
Neben der Erfassung der aktuellen Meßwerte können über die Software auch Sollwerte vor-
gegeben werden (z.B. die gewünschte Stellflächentemperatur) und verschiedene Statussignale
empfangen oder ausgegeben werden (z.B. im Rahmen der Sicherheitsüberwachung; siehe
Kapitel 4.2.4) (siehe auch Bild 22). Zur Wandlung der Signale dient eine 12 Bit A/D-D/A
Karte (National Instruments, AT-MIO-16E-10). Eine detaillierte Beschreibung der zugehö-
rigen Schaltbilder ist in [Rindler 1998a] zu finden.
Bild 22 Benutzeroberfläche der Gefriertrocknungsanlage. Man erkennt die Zeitverläufe der Konden-
sator- und Stellflächentemperatur sowie des Vakuumdruckes.
Alle Meß- und Steuersignale werden in eine Interfacebox geleitet (siehe Bild 23). Hierin sind
außerdem die Stromversorgung für sämtliche elektronischen Bauteile, die verschiedenen
Hardwareschaltungen der Sicherheitsüberwachung (siehe Kapitel 4.2.4) sowie zusätzliche
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Temperatur- und Statusanzeigen der Anlagensteuerung integriert. So kann die Gefriertrock-
nungsanlage bei Bedarf auch auf „manuellen Betrieb“ umgeschaltet und ohne Softwareunter-
stützung betrieben werden (hierbei bleibt die Funktion der Sicherheitsüberwachung erhalten,
siehe Kapitel 4.2.4).
Bild 23 Interfacebox zwischen den Hard- und Softwarekomponenten der Anlagensteuerung. Alle
Meß- und Steuersignale laufen hier zusammen.
4.2.4  Sicherheitsüberwachung
Im Falle eines Wasseraustritts aus dem Kühlwasserkreislauf müssen der Zu- und Rücklauf so-
fort geschlossen werden. Für diesen Zweck ist in die Interfacebox der Anlagensteuerung eine
Hardwareschaltung integriert („Wasserwächter“), die mit zwei Sensorelektroden auf dem
Fußboden in Kontakt steht. Bei Wasserkontakt fließt zwischen den beiden Elektroden ein
Strom und die Spannung fällt ab. Der Wasserwächter unterbricht daraufhin die Stromver-
sorgung für das Magnetventil auf der Vorlaufseite (siehe Bild 21, (2)), welches umgehend
schließt. Gleichzeitig kommt es aufgrund des hydrostatischen Drucks auf der Rücklaufseite zu
einer Druckumkehr, wodurch auch das Rückschlagventil (siehe Bild 21, (9)) schließt und das
Auslaufen weiteren Wassers verhindert.
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Da durch die Software wichtige Steuerungs- und Überwachungsaufgaben erfüllt werden, kann
auch hier ein Störfall gefährliche Folgen haben (z.B. unkontrolliertes Aufheizen des Alkohols
im Kryostaten, Fehlfunktion des Wasserwächters). Aus diesem Grund ist die Anlagen-
steuerung durch eine „Watchdog“-Hardwareschaltung gegen Versagen abgesichert. Der
Watchdog unterbricht im Störfall die Stromversorgung für alle Sekundärverbraucher (d.h.,
alle Ventile schließen), und die analogen Ausgänge des D/A-Wandlers werden zu null Volt
gesetzt (das entspricht einer Solltemperatur des Kryostaten von 0 °C). Während des störungs-
freien Betriebs erhält der Watchdog von der Anlagensteuerung jeweils nach spätestens acht
Sekunden ein Triggersignal als Funktionsnachweis.
4.3  Zusammenfassung
Die hier entwickelte Gefriertrocknungsanlage erreicht nicht nur die vorgegebenen Anfor-
derungen, sondern übertrifft diese sogar hinsichtlich der erreichbaren tiefen Temperaturen. So
wird bei Verwendung von Ethanol als Kältemittel für den Kryostaten eine Stellflächentem-
peratur von etwa –80 °C erreicht. Durch Einsatz von flüssigem Stickstoff liegt die minimale
Kondensatortemperatur unterhalb –190 °C. Damit stellt die Gefriertrocknungsanlage in der
„Tieftemperatur“-Konfiguration ein bestens geeignetes Werkzeug für die Untersuchung von
temperaturabhängigen Effekten während der Vakuumtrocknung dar. Durch die Implemen-
tierung einer komfortablen Benutzeroberfläche ist die Anlage zudem leicht zu bedienen. Eine
Wasserwächter- und eine Watchdog-Schaltung schützen vor Gefahren, die durch ein Versagen
der Anlagen oder ein Leck in der Wasserkühlung hervorgerufen werden könnten. Durch
dieses Sicherheitssystem ist auch ein unbeaufsichtigter Dauerbetrieb gefahrlos möglich. Bild
24 zeigt den gesamten Versuchsstand.
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Bild 24 Gesamter Versuchsstand der Tieftemperatur-Gefriertrocknungsanlage. 1: Kryostat für die
Kühlung der Probenstellfläche; 2: Vorratsbehälter für flüssigen Stickstoff; 3: Kühlwasser-
versorgung für den Kryostaten; 4: Anlagenkörper der Gefriertrocknungsanlage; 5: Interface-
schränke zur Stromversorgung, Datenerfassung und Signalübertragung; 6: Benutzerober-
fläche der Anlagensteuerung; 7: Vakuumpumpe.
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5 Einfluß der Trocknungstemperatur
Die Untersuchungen von [Spieles 1995a] zur Lagerstabilität kryokonservierter Erythrozyten
ergaben, daß die Hämolyse mit zunehmender Lagertemperatur und -dauer stetig zunimmt
(siehe Kapitel 3.2.2, Bild 13). Überträgt man dieses Ergebnis auf die Gefriertrocknung, ist bei
höheren Trocknungstemperaturen ebenfalls eine Zunahme der Hämolyse zu erwarten, zumin-
dest wenn man mögliche Schädigungen aufgrund der gleichzeitig stattfindenden Dehydrierung
vernachlässigt (siehe Kapitel 3.2.2). Die Vermutung liegt daher nahe, daß eine Reduzierung
der Trocknungstemperatur bis hin zu extrem tiefen Temperaturen einen zunehmend positiven
Einfluß auf die Wiederfindungsrate der Zellen haben könnte. Obwohl [Spieles 1996a] diese
Vermutung nicht experimentell bestätigen konnte, wird hier, nach Veränderung einiger
Verfahrensparameter und mit Hilfe einer verbesserten Gefriertrocknungsanlage (siehe Kapitel
4), ein erneuter Versuch in diese Richtung unternommen.
Je niedriger die Trocknungstemperatur gewählt wird, desto länger muß getrocknet werden, um
die gleiche Menge Wasser aus einer Probe zu entfernen. Ursache hierfür sind zwei unter-
schiedliche thermodynamische Effekte: Einerseits wird durch eine verringerte Wärmezufuhr
die Sublimationsrate reduziert,22 andererseits bedeutet eine tiefere Trocknungstemperatur eine
geringere Temperaturdifferenz zum Kondensator, wodurch die treibende Kraft für den
Wasserdampftransport abnimmt.23 Da der Einfluß der Trocknungstemperatur auf die Wieder-
findungsrate der Erythrozyten vor dem Hintergrund sämtlicher relevanter Verfahrenspara-
meter diskutiert werden muß, stellt die Untersuchung des komplexen Zusammenspiels dieser
Größen einen weiteren wichtigen Aspekt dieser Versuchsreihe dar.
                                                
22Die Sublimation ist eine endothermer Vorgang, d.h., die für den Phasenübergang benötigte Energie muß der
Probe in Form von Wärme zugeführt werden.
23Der Sublimationsdruck über der Probe ist temperaturabhängig und sinkt mit abnehmender Probentemperatur.
Demgegenüber stehen eine konstante Kondensatortemperatur und somit ein konstanter Wasserdampfdruck an
der „Senke“ (siehe Kapitel 2.1.2, Bild 4).
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Obwohl der hier verwendete Begriff „Trocknungstemperatur“ für eine qualitative Beschrei-
bung der Zusammenhänge ausreicht, stellt er keine eindeutig definierte Größe dar. Gerne
bezeichnet man die Stellflächentemperatur der Gefriertrocknungsanlage als Trocknungstem-
peratur, da sie unmittelbar geregelt werden kann. Für sämtliche thermodynamischen Betrach-
tungen jedoch ist die Temperatur im Inneren der Probe entscheidend, die sich aus dem
Zusammenspiel verschiedener Größen ergibt und somit nur indirekt beeinflußt werden kann
[z.B. Kochs 1993]. Um terminologische Unklarheiten zu umgehen, wird im folgenden der
Ausdruck „Trocknungstemperatur“ vermieden und explizit zwischen der „Stellflächen-
temperatur“ und der „Probentemperatur“ unterschieden.
5.1  Material und Methoden
Für jede Versuchsreihe im Rahmen dieser Arbeit wird als Ausgangsmaterial das Vollblut
eines einzigen gesunden Erwachsenen verwendet.24 So sollen eventuelle, vom Spender abhän-
gige Schwankungen der Blutqualität ausgeschlossen werden. Mehrmals wiederkehrende
Arbeitsabläufe (wie beispielsweise die Blutpräparation, die Bestimmung der Wiederfindungs-
rate, die Präparation der getrockneten Proben für das Rasterelektronenmikroskop etc.) werden
jeweils bei ihrem ersten Auftreten ausführlich beschrieben, um eine Reproduktion der Experi-
mente zu ermöglichen. Später erfolgt lediglich ein Verweis auf das Kapitel, in welchem der
entsprechende Arbeitsablauf erstmalig beschrieben wurde.
5.1.1  Blutpräparation
Unmittelbar nach der Abnahme in Standard CPDA-1 Beutel wurde das Vollblut für zehn
Minuten bei 4 °C und einer Beschleunigung von 3.000 g zentrifugiert (Beckman, J-6B), um
das Plasma und den Buffycoat zu entfernen (siehe Kapitel 2.2.1, Bild 5). Das so erhaltene
Erythrozytenkonzentrat wurde über Nacht in einer speziellen Stabilisator-Lösung (Baxter,
PL146-SAG-M-100 ml) bei 4 °C gelagert. Am nächsten Tag wurde das Konzentrat zunächst
mit physiologischer Kochsalzlösung resuspendiert. Hieran schloß sich ein weiterer zehnminü-
                                                
24Die Blutabnahmen für dieses Forschungsvorhaben erfolgten freundlicherweise in der Transfusionsmedizin der
Medizinischen Fakultät der RWTH Aachen.
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tiger Zentrifugationsschritt an, diesmal jedoch bei einer Beschleunigung von 1.100 g. Nach
Verwerfen des Überstands wurden die hoch konzentrierten Erythrozyten erneut resuspendiert
und zentrifugiert. Dieser Zyklus (Waschschritt) wurde insgesamt viermal durchlaufen. Nach
einer abschließenden, zehnminütigen Zentrifugation bei einer erhöhten Beschleunigung von
2.500 g wurde eine Erythrozytensuspension mit einem Zellanteil (Hämatokrit) von 88 %
erreicht.
5.1.2  Gefrierschutzlösung
Als Gefrierschutzadditiv wurde Hydroxyethylstärke (HES) mit einem mittleren Molekular-
gewicht von 200 kDa und einem Substitutionsgrad von 0,62 verwendet (Fresenius). Diese
wurde zunächst dialysiert25 und anschließend bis zu einem Restwasseranteil von etwa 3 %
gefriergetrocknet [Sputtek 1992a]. Zusätzlich diente D-Maltose (Serva, Reinheit: für bioche-
mische Zwecke) als Stabilisator für die Vakuumtrocknung. Maltose hatte sich in Vorversu-
chen gegenüber anderen Sacchariden überlegen gezeigt [Kerschke 1996, Rindler 1997]. Die
fertige Gefrierschutzlösung setzte sich aus 20 Gew.-% HES, 5 Gew.-% D-Maltose und
60 mmol/l NaCl zusammen, wobei bidestilliertes Wasser als Lösungsmittel diente.
5.1.3  Erstarrung
Die Erythrozytensuspension und die Gefrierschutzlösung wurden in einem solchen Verhältnis
gemischt, daß sich ein Gesamthämatokrit von 10 % ergab.26 Von diesem Gemisch wurden
jeweils 750 µl, das entsprach einer Probenhöhe von etwa 1,5 mm,27 mit einer definierten
                                                
25Die Dialyse erfolgte zur Entfernung von Elektrolyten und von anderen niedermolekularen Verunreinigungen,
welche in der käuflichen HES in unterschiedlicher Menge enthalten sind [Sputtek 1992a].
26In [Spieles 1996a] wurde ein physiologischer Hämatokrit verwendet. Die Reduzierung des Hämatokrits führte
in vorher durchgeführten Frier-/Tauversuchen zu einer Verringerung der optimalen Kühlrate [Kerschke 1996,
Rindler 1997]. Dieser Effekt wurde auch schon in [Scheiwe 1982] beschrieben.
27In [Spieles 1996a] betrug die Probenhöhe 10 mm. Die verringerte Probenhöhe ermöglichte eine schnellere
Trocknung.
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Kühlrate von 100 K/min abgekühlt.28 Hierfür wurde ein am Helmholtz-Institut entwickeltes
Einfriergerät zur gerichteten Erstarrung benutzt [Heschel 1993].29 Nach Erreichen einer Tem-
peratur von –130 °C wurden die Proben einzeln in Polyacryl-Zentrifugenröhrchen (Sarstedt,
Nr. 55.468) gefüllt und bis zur Vakuumtrocknung in der Dampfphase über flüssigem Stick-
stoff zwischengelagert (unterhalb –150 °C).
5.1.4  Vakuumtrocknung
Je Trocknungsexperiment wurden 20 Proben in vorgekühlte Probenbehälter (Aluminiumkap-
pen; Schütt, Nr. 9.230.829) umgefüllt und darin sofort in die Gefriertrocknungsanlage über-
führt. Um den Wärmeübergang zwischen den Probenbehältern und der Stellfläche der
Gefriertrocknungsanlage zu verbessern, wurde eine spezielle Probenhalterung angefertigt
(siehe Bild 25).
Bild 25 Schematische Zeichnung der Stellfläche der Gefriertrocknungsanlage (siehe Kapitel 4) mit
der Probenhalterung aus Aluminium. Die Proben wurden in vorgekühlte Aluminiumkappen
gefüllt, die genau in die Bohrungen der Probenhalterung passen. Dadurch wurde eine gute
thermische Ankopplung erzielt.
                                                
28In [Spieles 1996a] wurde eine Kühlrate von 300 K/min verwendet. Die Verringerung der Kühlrate bewirkte
größere Eiskristallstrukturen [Nunner 1994] und ermöglichte ebenfalls eine schnellere Trocknung (verringerter
Diffusionswiderstand für den Wasserdampftransport).
29Dieses Gerät wird im internen Laborjargon auch als „Power-Down-Halbe-Apparatur“ bezeichnet.
Aluminiumkappe
Probe
Probenhalterung
Wärmeleitpaste
gekühlte Stellfläche
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Wie sich anhand einer relativ kleinen Temperaturdifferenz von ∆T = 2 °C zwischen der
Stellfläche und den Probenbehältern zeigte, wurde dadurch eine gute thermische Ankopplung
erzielt.30
Die Temperatur der Stellfläche wurde von Experiment zu Experiment zwischen –5 °C und
–65 °C jeweils in 10 °C-Schritten variiert. Die Kondensatortemperatur und der Anlagendruck
wurden dabei konstant bei ca. –190 °C beziehungsweise bei 2 Pa gehalten. Um den Fortschritt
der Dehydrierung zu ermitteln, wurde nach der Trocknung die relative Massenabnahme aller
Proben bestimmt. Diese Methode wurde auch verwendet, um je nach verwendeter Stellflä-
chentemperatur die notwendige Trocknungszeit festzulegen. Die Probenmasse wurde mit
einer elektronischen Waage (Mettler, AE163) und einer Genauigkeit von 0,1 mg gemessen.
Als Referenz zur relativen Massenabnahme wurde zusätzlich der Restfeuchtegehalt der
getrockneten Proben durch Karl-Fischer-Titration bestimmt (Abimed, CA-20).31
5.1.5  Messung der Probentemperatur während der Vakuumtrocknung
Weitere Proben identischer Zusammensetzung wurden ähnlich der in Kapitel 5.1.3 beschrie-
benen Methode erstarrt. Diesmal befand sich jedoch im Inneren jeder Probe ein Thermoele-
ment, um deren Temperatur im Verlauf der Vakuumtrocknung messen zu können. Die hierfür
verwendeten Kupfer-Konstantan-Thermoelemente wurden vorher selbst gelötet (Omega,
Stamford, CT, USA, Nr. 14774: Drahtdurchmesser jeweils 250 µm mit 150 µm Teflon-
isolation).32 Um eine möglichst gute thermische Ankopplung zum Probematerial zu erreichen,
wurde jedes Thermoelement spiralförmig gebogen und, mit der Meßspitze zur Mitte gerichtet,
in der Probe positioniert (siehe Bild 26). Zugunsten einer höheren mechanischen Stabilität
                                                
30Die Temperaturdifferenz wurde exemplarisch während eines Trocknungsexperimentes bei einer Stellflächen-
temperatur von –45 °C gemessen.
31Für eine allgemeine Beschreibung der Funktionsweise dieses Verfahrens sei hier auf die entsprechende Fach-
literatur [z.B. Wieland 1985] verwiesen; die genaue Vorgehensweise bei der Bestimmung des Restfeuchte-
gehalts gefriergetrockneter Erythrozytenproben ist in [Kerschke 1996] beschrieben.
32Die Genauigkeit der Temperaturmessung wird von Herstellerseite mit einem maximalen Fehler von 1 °C ange-
geben.
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mußte die Probenhöhe geringfügig vergrößert werden (nun 2,4 mm anstatt vorher 1,5 mm).
Für jede Stellflächentemperatur wurde schließlich eine Probe unmittelbar in der Probenhalte-
rung getrocknet und der zugehörige Temperaturverlauf aufgezeichnet.33
Bild 26 Messung der Probentemperatur mit Hilfe eines Thermoelements, das zusammen mit der
Probe eingefroren wurde. Die Meßspitze wurde möglichst in der Mitte des zylindrischen
Probenvolumens positioniert. Durch die Spiralform erhöhte sich die mechanische Stabilität
sowie die thermische Ankopplung innerhalb der Probe.
5.1.6  Rehydrierung
Unmittelbar nach der Vakuumtrocknung und der Bestimmung der relativen Massenabnahme
erfolgte die Rehydrierung. Hierzu wurde jede einzelne Probe erneut in ein Polyacryl-
Zentrifugenröhrchen gefüllt und mit 7,5 ml isotoner, phosphatgepufferter Kochsalzlösung
(pH 7,2; vorgewärmt auf 37 °C) versetzt.34 Nach etwa zehn Sekunden kräftigen Schüttelns
wurden die rehydrierten Proben weitere 30 Minuten auf einem Nutator (Roller) bewegt, um
sicher zu gehen, daß sich das getrocknete Material vollständig aufgelöst hatte.
                                                
33Hierfür wurden in der Gefriertrocknungsanlage zwei zusätzliche Vakuumstromdurchführungen benötigt (siehe
Kapitel 4.2.2, Vakuumsystem).
34Dadurch wurde eine Verdünnung der Zellkonzentration erreicht, die einem Vierzigstel des physiologischen
Hämatokrits entspricht (Hkt: ca. 1 %)
Thermoelement (Kupfer/Konstantan)
      Spiralform (mechanische Stabilität, thermische Ankopplung)
            gelötete Meßspitze (in der Mitte des Probenvolumens)
            Probe (Durchmesser: 20 mm, Höhe: 2,4 mm)
Vakuum
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5.1.7  Salzstabilitätstest
Die Wiederfindungsrate der Zellen wurde nach einer Methode bestimmt, die sehr eng an den
Salzstabilitätstest angelehnt ist, welcher zuerst von [Allen 1978] für kryokonservierte Erythro-
zyten verwendet wurde (siehe Kapitel 2.2.4).35 Ausgangsbasis hierfür ist eine Ery-
throzytensuspension mit einem Hämatokrit von 1 %, der bereits bei der Rehydrierung durch
ein entsprechendes Verdünnungsverhältnis eingestellt wurde. Von jeder rehydrierten Probe
wurden 1,5 ml in Eppendorf-Hütchen (Sarstedt, Nr. 72.690) pipettiert und für 10 Minuten bei
einer Beschleunigung von 8.000 g zentrifugiert. Anschließend wurden jeweils 1 ml des
resultierenden Überstands sowie der rehydrierten Erythrozytensuspension zur Bestimmung der
freien beziehungsweise der gesamten Hämoglobinkonzentration verwendet. Dies geschah
photometrisch durch Messung der Extinktion bei einer Wellenlänge von 546 nm nach Zugabe
einer kaliumzyanidhaltigen Reaktionslösung (Merck, Nr. 3317). Aus dem Konzen-
trationsverhältnis von extrazellulärem Hämoglobin zu Gesamthämoglobin wurden zunächst
die Hämolyse und schließlich die Salzstabilität berechnet; letztere ergibt sich aus der Diffe-
renz zwischen der tatsächlichen Hämolyse (in Prozent) und einer vollständigen Hämolyse
(also 100 %). Um die Genauigkeit der Messung zu erhöhen, wurde die Salzstabilität für jede
Probe zweimal bestimmt und gemittelt.36, 37
Anmerkung: Das experimentelle Vorgehen bei der Blutpräparation, der Herstellung der Ge-
frierschutzlösung sowie der Bestimmung der Salzstabilität folgt weitestgehend den Proto-
kollen, die am Helmholtz-Institut zur Kryokonservierung von Erythrozyten Anwendung
                                                
35Der Einfachheit halber wird hier auch der Begriff „Salzstabilität“ verwendet.
36Hierdurch konnte gleichzeitig die Gefahr einer Ergebnisverfälschung aufgrund eines unbemerkten Pipettier-
fehlers reduziert werden, da bei überdurchschnittlichen Abweichungen der beiden Einzelwerte sicherheitshalber
eine neuerliche Doppelbestimmung durchgeführt wurde.
37Die Genauigkeit einzelner Meßpunkte ist nur sehr schwierig anzugeben. Die Erfahrung aus der Laborpraxis
zeigt jedoch, daß die vom jeweiligen Blutspender abhängigen Ergebnisschwankungen deutlich größer ausfallen
als die Fehler in der Vitalitätsanalytik. Da in den hier durchgeführten Versuchsreihen das qualitative Ergebnis
einer Parametervariation mehr interessierte als die absolute Salzstabilität, wurde als Ausgangsmaterial jeweils
das Blut eines einzigen Spenders verwendet (siehe Kapitel 5.1). Die qualitative Aussagekraft leitet sich somit
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finden. Diese sind in [Sputtek 1990, Sputtek 1991, Sputtek 1992a, Sputtek 1995] detailliert
beschrieben.
5.1.8  Elektronenmikroskopische Untersuchungen
Um die innere Struktur gefriergetrockneter Proben untersuchen zu können, wurden diese
mehrmals gebrochen. Die resultierenden Bruchstücke wurden jeweils einzeln auf einem
Aluminium-Probenteller in vertikaler Position fixiert (die frisch gebrochene Fläche nach oben
gerichtet), mit einer 30 nm dicken Goldschicht bedampft (Balzers Union, Balzers, SCD 030)
und mit einem herkömmlichen Rasterelektronenmikroskop (REM) (Philips, Eindhoven,
Niederlande, SEM 15) untersucht.38
5.2  Ergebnisse
5.2.1  Trocknungsdauer
Da sich mit der Variation der Stellflächentemperatur die Kinetik des Wasserdampftransports
und damit auch die Trocknungsrate ändern, mußte zunächst die notwendige Trocknungsdauer
bestimmt werden. Voraussetzung hierfür war die Existenz eines geeigneten Abbruch-
kriteriums, welches das Erreichen eines bestimmten Dehydrierungsgrades und damit den
Abschluß der Vakuumtrocknung anzeigte.
In einem Vorversuch wurden daher sechs Proben für 72 Stunden bei einer Stellflächen-
temperatur von –15 °C getrocknet.39 Die vorher und nachher durchgeführten Gewichts-
messungen ergaben eine durchschnittliche relative Massenabnahme von 75,0 ± 0,2 %, was
einem Restfeuchtegehalt von 5,2 ± 0,5 % entsprach. Da sich die relative Massenabnahme auch
                                                
38Alle elektronenmikroskopischen Untersuchungen erfolgten mit Unterstützung der Abteilung Pathologie II der
Medizinischen Fakultät der RWTH Aachen.
39Die hohe Stellflächentemperatur sollte eine schnelle Trocknung, die lange Trocknungsdauer eine möglichst
vollständige Dehydrierung bewirken.
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nach deutlicher Verlängerung der Trocknungsdauer nicht weiter erhöhte, wurde dieses
Ergebnis allen folgenden Versuchen als Abbruchkriterium zugrunde gelegt.
Durch eine iterative Verlängerung der Vakuumtrocknung bis zum Erreichen dieses Abbruch-
kriteriums konnte nun für jede Stellflächentemperatur die notwendige Trocknungsdauer
ermittelt werden. Die letztlich verwendeten Trocknungszeiten sowie die Ergebnisse der
Gewichtsmessungen sind in Tabelle 1 zusammengefaßt. 40
Stellflächentemperatur
TSt [°C]
Trocknungsdauer
t [h]
relative Massenabnahme
∆m/m [%]
–5 24 75,2 ± 0,2
–15 24 75,0 ± 0,2
–25 24 75,3 ± 0,2
–35 48 74,5 ± 0,7
–45 72 74,6 ± 0,2
–55 96 75,0 ± 0,5
–65 144 74,9 ± 0,2
Tabelle 1 Iterativ ermittelte Trocknungsdauer und relative Massenabnahme (Mittelwert ± Standard-
abweichung; N = 20) in Abhängigkeit von der Stellflächentemperatur.
5.2.2  Salzstabilität
Nachdem das Erreichen eines einheitlichen Dehydrierungsgrades mit Abschluß der Vakuum-
trocknung sichergestellt worden war (siehe Tabelle 1), wurden die Proben rehydriert und deren
Salzstabilitäten bestimmt.
Bild 27 zeigt die Salzstabilitäten in Abhängigkeit von der Stellflächentemperatur. Ausgehend
von –5 °C stieg die Salzstabilität zunächst mit abnehmender Stellflächentemperatur an, bis bei
–35 °C ein Maximalwert erreicht wurde. Hier lag die durchschnittliche Salzstabilität oberhalb
                                                
40Aus praktischen Gründen wurde ein Zeitraster von 24 Stunden gewählt (beispielsweise wegen Nachtzeiten).
Besonders für die hohen Stellflächentemperaturen (–5 °C und –15 °C) dürfte sich dadurch eine längere
Trocknungsdauer ergeben haben, als für das Erreichen des Abbruchkriteriums erforderlich gewesen wäre.
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15 %. Bei einer weiteren Reduktion der Stellflächentemperatur wurde jedoch keine Fort-
setzung dieses Trends, sondern eine stetige Abnahme der Salzstabilität registriert.
Mit Hilfe der ANOVA-Varianzanalyse wurde eine Wahrscheinlichkeit von 5,4⋅10–13 dafür
ermittelt, daß sich nicht zumindest einer der berechneten Mittelwerte von den anderen unter-
scheidet. Aussagekräftiger hingegen ist die gute Korrelation, die beispielsweise für eine Poly-
nomregression zweiter Ordnung gefunden wurde (r2 = 0,941). Die Vorhersagebänder, welche
hier für ein Konfidenzintervall von 0,95 angegeben sind, untermauern zusätzlich die Signi-
fikanz der Ergebnisse.
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Bild 27 Salzstabilität in Abhängigkeit von der Stellflächentemperatur während der Vakuumtrocknung
(Mittelwert ± Standardabweichung; N = 20). Die Meßpunkte wurden exemplarisch mit Hilfe
einer Polynomregression 2. Ordnung angepaßt (     ). Die Vorhersagebänder sind für ein
Konfidenzintervall von 0,95 dargestellt (         ).
5.2.3  Probentemperatur während der Vakuumtrocknung
Obwohl die Stellflächentemperatur die Regelgröße dieser Verfahrensoptimierung ist, hat sie
nur einen indirekten Einfluß auf die gemessenen Salzstabilitäten. Von größerer Bedeutung ist
hingegen die Kenntnis der tatsächlichen Probentemperatur, da sie die unmittelbare Einfluß-
Fit:
Polynomregression
(2. Ordnung)
r2 = 0,941
N = 20
Konfidenzintervall: 0,95
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größe für alle Schädigungsmechanismen darstellt, die während der Vakuumtrocknung ablau-
fen (siehe Kapitel 3.1.2).
Bild 28 zeigt die Probentemperaturverläufe, die während der Vakuumtrocknung bei verschie-
denen Stellflächentemperaturen gemessen wurden. Ausgehend von –196 °C (außerhalb des
Bildausschnitts) stieg die Probentemperatur in allen Fällen schnell an, bis eine Art Gleich-
gewichtstemperatur erreicht wurde. Dieser Phase schloß sich jeweils ein erneuter Temperatur-
anstieg an, der letztlich zu einer zweiten Gleichgewichtstemperatur führte.
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Bild 28 Probentemperaturverläufe während der Vakuumtrocknung bei verschiedenen Stellflächen-
temperaturen TSt. Jede Kurve zeigt eine mehr oder weniger ausgeprägte Sublimations-
temperatur TS. Nach Abschluß der Sublimation steigt die Probentemperatur auf ein höheres
Niveau an. Dieser Anstieg steht für das Ende der Sublimation tS (siehe Text).
Bezüglich der Aussagekraft dieser Probentemperaturverläufe bedarf es einer kurzen Diskus-
sion: Aus der Literatur ist bekannt, daß sich mit zunehmendem Fortschritt der Vakuum-
trocknung größere Abweichungen zwischen der gemessenen und der tatsächlichen Proben-
temperatur zeigen. Diese Abweichungen können einerseits auf eine Verschlechterung der
thermischen Ankopplung zwischen Thermoelementspitze und Probenmaterial zurückgeführt
TSt:           –5 °C  –15 °C  –25 °C –35 °C   –45 °C    –55 °C          –65 °C
tS, –65
TS, –65
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werden, andererseits auf eine steigende Wahrscheinlichkeit dafür, daß sich die
Thermoelementspitze nicht mehr im gefrorenen Kern der Probe befindet [z.B. Oetjen 1997,
Willemer 1992]. Im Verlauf der Vakuumtrocknung steigt damit der Einfluß verschiedener
Artefakte, wie beispielsweise der der Wärmeleitung durch den Thermoelementdraht.
Auch in unserem Fall kann man annehmen, daß die gemessenen Probentemperaturen zu Be-
ginn der Vakuumtrocknung hinreichend genau mit den tatsächlichen Probentemperaturen
übereinstimmen, da zu diesem Zeitpunkt eine gute thermische Ankopplung zwischen Ther-
moelementspitze und noch gefrorenem Probenmaterial vorliegt. Die zweite Gleichgewichts-
temperatur, die fälschlich als Probentemperatur während der Desorptionstrocknung
interpretiert werden könnte, stellt zwar ein Temperaturartefakt dar, kennzeichnet jedoch
aufgrund ihrer zeitlichen Konstanz den Abschluß der Sublimationstrocknung (siehe Bild 29).
Bild 29 Probensegment mit Thermoelement zur Temperaturmessung während der Vakuum-
trocknung. Solange die Thermoelementspitze im gefrorenen Bereich der Probe liegt (also
während der Sublimationstrocknung), ermöglicht die gute thermische Ankopplung eine
korrekte Temperaturmessung. Nach der Sublimation des Eises an der Thermoelementspitze
ist die thermische Ankopplung zwischen der Spitze und der umliegenden porösen Matrix sehr
schlecht, was zu Abweichungen zwischen der gemessenen und tatsächlichen
Probentemperatur führt.
Folglich stellen die Sublimationstemperatur TS, welche unmittelbar nach Erreichen der ersten
Gleichgewichtstemperatur bestimmt wurde, und die Sublimationszeit tS die einzigen zuver-
lässigen Informationen dar. Diese sind in Tabelle 2 (siehe Kapitel 5.2.4) aufgeführt. Da die
gefrorene Region
poröse Region
(bereits sublimiert)
Probensegment
Thermoelement
Tgemessen = TProbe Tgemessen ≠ TProbe
während der Sublimation nach der Sublimation
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Kenntnis der tatsächlichen Desorptionstemperaturen ebenfalls von Bedeutung ist, mußten
diese abgeschätzt werden.
5.2.4  Probentemperatur während der Desorptionstrocknung
In der Literatur findet man verschiedene Modelle zum Wärme- und Stofftransport während
der Vakuumtrocknung [z.B. Kochs 1993, Mladenov 1993]. Diese erwiesen sich jedoch
entweder für dieses spezielle Problem als ungeeignet oder waren mit erheblichem mathema-
tischen Aufwand verbunden. Da hier nur eine grobe Abschätzung der Probentemperatur
während der Vakuumtrocknung erforderlich war, wurde ein sehr einfaches, semiempirisches
Modell entwickelt. Hierbei wurden zunächst folgende, allgemeine Annahmen getroffen:
1. Strahlung ist die einzig relevante Art der Wärmeübertragung zwischen der Probe und den
umliegenden Systemen.41
2. Der Wärmestrom durch den Thermoelementdraht zur Meßspitze ist während der primären
Trocknung vernachlässigbar gering.42
3. Aufgrund der geringen Probenhöhe sind Temperaturgradienten innerhalb der Probe zu
vernachlässigen.
4. Die Probenhalterung hat die gleiche Temperatur wie die Stellfläche der Gefriertrock-
nungsanlage (siehe Kapitel 5.1.4).
5. Die erste gemessene Gleichgewichtstemperatur ist die Sublimationstemperatur der Probe
(siehe Kapitel 5.2.3).
6. Diese (idealisierte) Probentemperatur gilt für das gesamte Probenvolumen und für den
gesamten Zeitraum der Sublimationstrocknung.
                                                
41Die Probe hat beinahe keinen direkten Kontakt zur Probenhalterung. Eine Wärmeleitung durch die Atmosphäre
und eine Konvektion können aufgrund des Vakuums vernachlässigt werden.
42Die Spiralform bedeutet eine große Kontaktfläche zwischen Draht und umliegender Probe (siehe Bild 26).
Zudem liegt eine gute thermische Ankopplung zwischen Meßspitze und noch gefrorenem Probenmaterial vor
(siehe Bild 29).
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7. Die Sublimationsrate ist wegen der geringen Schichtdicke für den gesamten Zeitraum der
Sublimationstrocknung konstant.
8. Die Sublimationstrocknung ist beendet, sobald die zweite Gleichgewichtstemperatur
erreicht ist.43
Laut Annahme 1 wird die gesamte Wärme, die innerhalb des Systems „Probe“ für die Subli-
mation benötigt wird, durch Wärmestrahlung übertragen:
RS qq = (5-1)
Dabei ist Sq  der Sublimationswärmestrom, der innerhalb des Systems „Probe“ benötigt wird,
und Rq  der Wärmestrahlungsstrom, der auf das System „Probe“ übertragen wird.
Das System „Probe“ (Index: Pr) steht im thermischen Gleichgewicht mit den umliegenden
Systemen „Probenhalterung“ (Index: St)44 und „Umgebung“ (Index: Um). Das System „Um-
gebung“ umfaßt die warmen Komponenten der Gefriertrocknungsanlage, die im Strahlungs-
austausch mit der Probe stehen (besonders die Haube der Vakuumkammer).
Das Wärmestromgleichgewicht kann damit wie folgt formuliert werden:
UmPrStPrR qqq ↔↔ += (5-2)
Dabei sind StPrq ↔  und UmPrq ↔  die durch Strahlung ausgetauschten Wärmeströme zwischen
Probe und Probenhalterung beziehungsweise zwischen Probe und Umgebung.
Der durch Strahlung übertragene Wärmestrom Rq  hängt von der Probentemperatur PrT , der
Probenhalterungstemperatur StT  und der Umgebungstemperatur UmT  ab (siehe Bild 30).
                                                
43Von diesem Zeitpunkt an wird für die Sublimation keine Latentwärme mehr benötigt. Der Einfluß der anhal-
tenden Desorptionstrocknung wird hier als vernachlässigbar gering angenommen.
44„St“ steht eigentlich für Stellfläche, die jedoch die gleiche Temperatur wie die Probenhalterung hat (siehe
Annahme 4).
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Bild 30 Schematische Zeichnung des Systems „Probe“ sowie der umliegenden Systeme. Die für die
Sublimation innerhalb der Probe benötigte Wärme wird nur durch Strahlungsaustausch
zwischen der Probe selbst und den umliegenden Systemen („Probenhalterung” und „Umge-
bung”) bereitgestellt. Die Probenhalterungstemperatur sei gleich der Stellflächentemperatur,
die Umgebungstemperatur betrage 25 °C.
Weiterhin bestimmen geometrische Faktoren (z.B. Einstrahlzahlen) sowie die Materialeigen-
schaften (z.B. Emissionsgrade) aller im Austausch stehenden Systeme den übertragenen
Wärmestrom. Hier wird die Annahme getroffen, daß beide Einflußparameter sowohl für die
verschiedenen Temperaturen als auch über den gesamten Verlauf der Vakuumtrocknung als
konstant betrachtet werden können. Der Strahlungsaustausch zwischen zwei Oberflächen folgt
somit der Gleichung:
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Gemäß Gleichung (5-3) beschreiben folgende Beziehungen den Wärmestrom zwischen der
Probe und den umliegenden Systemen:
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und
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StPrq ↔ UmPrq ↔
Probenhalterung (TSt)
Probe (TPr)
Umgebung (TUm)
 qS
System „Probe“
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Dabei fassen die Konstanten c1 und c2 jeweils die geometrischen Faktoren und die
Materialeigenschaften für den Strahlungsaustausch zwischen Probe und Probenhalterung
beziehungsweise zwischen Probe und Umgebung zusammen.
Berechnung von c2
Bei einer Stellflächentemperatur von TSt = –35 °C wurde eine Sublimationstemperatur von
ebenfalls TS, -35 = TPr = –35 °C gemessen (siehe Bild 28). Gemäß Gleichung (5-3.1) und
Annahme 4 fand demnach zwischen Probe und Probenhalterung kein Wärmeaustausch statt
( 0=↔ StPrq ).
Mit Hilfe der Gleichungen (5-1), (5-2) und (5-3.2) ergab sich folgende vereinfachte Beziehung
zur Berechnung der Konstante c2:
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Da laut Annahme 7 der Sublimationswärmestrom Sq  für den gesamten Zeitraum der Sublima-
tionstrocknung konstant bleibt, kann dieser durch den Quotienten aus Sublimationswärme und
Sublimationszeit ersetzt werden:
S
S
S
t
wq = (5-5)
Dabei sind Sw  die für die Sublimation der gesamten Eismenge benötigte Wärmemenge und tS
die Sublimationszeit.
Die Sublimationswärme hingegen folgt der Beziehung:
SEisS rmw ⋅= (5-6)
Dabei stehen Eism  für die Masse des kristallin erstarrten Wassers in der Probe und rS für die
spezifische Sublimationswärme von Wasser.
Durch Einsetzen der Gleichungen (5-5) und (5-6) in (5-4) ergibt sich somit für c2:
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Da sich alle gemessenen Sublimationstemperaturen nur geringfügig voneinander unterschie-
den, wurde der Berechnung eine mittlere Sublimationswärme von rS (–40 °C) = 2926,6 kJ/kg
[Zwetkow 1977] zugrunde gelegt. Weiterhin wurde eine Eismasse von mEis = 375 mg ange-
nommen.45 Bei einer Stellflächentemperatur von TSt = TS, –35 = TPr = –35 °C wurde eine Subli-
mationszeit von tS, –35 = 8,7 h gemessen (siehe Bild 28). Die Umgebungstemperatur betrug
TUm = 25 °C. Nach Einsetzen der Zahlenwerte in Gleichung (5-7) ergibt sich somit für c2:
c2 = –7,50 ⋅ 10
–4 WK–4
Berechnung von c1
In Kenntnis der Konstante c2 kann nun das Wärmestromgleichgewicht auch für einen allge-
meinen Fall berechnet werden. Aus den Gleichungen (5-1), (5-2), (5-3.1) und (5-3.2) ergibt
sich für c1 folgende Beziehung:
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Für eine zweite Stellflächentemperatur, in diesem Falle TSt = –65 °C, betrug die Sublimations-
temperatur TS, –65 = TPr = –45 °C, die zugehörige Sublimationszeit tS, –65 = 14,0 h (siehe Bild
28). Nach Einsetzen der Zahlenwerte ergibt sich für die Konstante c1:
c1 = –2,06 ⋅ 10
–3 WK–4
Um die Korrektheit der beiden Konstanten c1 und c2 zu überprüfen, wurde Gleichung (5-8)
nach der Sublimationszeit tS aufgelöst. Für alle untersuchten Stellflächentemperaturen konn-
                                                
45Das entspricht einem 50 %igen Eisanteil in der erstarrten Probe.
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ten dadurch die errechneten Sublimationszeiten mit den gemessenen verglichen werden. Hier-
bei zeigte sich eine gute Übereinstimmung (siehe Tabelle 2, Spalten 3 und 4).
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Berechnung der Desorptionstemperaturen
Da laut Annahme 8 mit dem Abschluß der Sublimationstrocknung keine Latentwärme mehr
entzogen wird, ergeben sich ab diesem Zeitpunkt die Probentemperaturen aufgrund des
Wärmestrahlungsgleichgewichts zwischen der Probe und den umliegenden Systemen
( 0== RS qq ).
Nach Gleichsetzen der Gleichungen (5-3.1) und (5-3.2) kann nach der Probentemperatur TPr
aufgelöst und die Desorptionstemperatur DesT  wie folgt berechnet werden:
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In Tabelle 2 sind sämtliche Ergebnisse obiger Berechnungen sowie die aus Bild 28 ermittelten
Sublimationstemperaturen und -zeiten zusammengefaßt. Für eine Diskussion der Ergebnisse
der Salzstabilitätsmessungen (siehe Bild 27) stehen somit alle relevanten Einflußgrößen zur
Verfügung.
Einfluß der Trocknungstemperatur 67
TSt TS TS, gemessen TS, berechnet StPrq ↔ UmPrq ↔ Rq TDes
[°C] [°C] [h] [h] [mW] [mW] [mW] [°C]
–5 –33 4,5 4,2 37,7 34,3 72,0 4,0
–15 –33 6,0 5,4 22,8 34,3 57,1 –2,5
–25 –33 7,2 6,9 9,5 34,3 43,8 –8,7
–35 –35 8,7 --- 0! 35,1 35,1 –14,5
–45 –37 10,3 10,5 –7,1 36,3 29,2 –20,1
–55 –40 13,0 12,7 –13,1 37,4 24,3 –25,3
–65 –45 14,0 --- –17,0 38,9 21,9 –30,1
Tabelle 2 Zusammenstellung der gemessenen Sublimationstemperaturen und -zeiten (entnommen
aus Bild 28) sowie der berechneten Sublimationszeiten, Wärmeströme und Desorptions-
temperaturen.
5.3  Diskussion
Aufgrund des positiven Einflusses niedriger Lagertemperaturen auf die Stabilität kryokon-
servierter Erythrozyten [Spieles 1995a] war zu vermuten, daß auch die Hämolyse der gefrier-
getrockneten Proben durch eine Reduzierung der Stellflächentemperatur verringert werden
könnte. Die Ergebnisse der Salzstabilitätsmessungen (siehe Bild 27) entsprechen jedoch nur
teilweise dieser Erwartung. Zwar ist mit sinkender Stellflächentemperatur zunächst eine
stetige Zunahme der Salzstabilitäten zu beobachten, dieser Trend endet aber bereits mit dem
Erreichen von –35 °C und einer maximalen Salzstabilität von 15,5 %. Eine weitere Redu-
zierung der Stellflächentemperatur führt sogar zu einer stetigen Abnahme der Salzstabilität.
Es wurde bereits erwähnt, daß das Ergebnis des Gefriertrocknungsprozesses durch das
Zusammenspiel vieler Prozeßparameter beeinflußt wird. Manchmal kann sogar die Verände-
rung eines einzelnen Parameters in verschiedenen Verfahrensschritten zu unterschiedlichen,
eventuell sogar gegenläufigen Effekten führen. In dieser Studie wurden (zwangsläufig) drei
Parameter gleichzeitig variiert: die Stellflächentemperatur, die Probentemperatur und die
Trocknungszeit. Folglich muß auch für die Interpretation der vorliegenden Ergebnisse beach-
tet werden, daß das Ausmaß der gemessenen Zellschädigung von allen drei Parametern ab-
hängt, ja deren Ursache sogar innerhalb unterschiedlicher Verfahrensschritte zu finden sein
könnte.
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Betrachtet man die Kurvenform der Salzstabilitäten aus Bild 27, so ähnelt sie qualitativ der
Form jener Kurve, welche in Mazurs „Zwei-Faktor-Hypothese“ [Mazur 1971] den Einfluß der
Kühlrate auf das Überleben kryokonservierter Zellen beschreibt (siehe auch Kapitel 3.1.1, Bild
7). Eine ähnliche Interpretation dieser charakteristischen Kurvenform, nämlich als das
Ergebnis einer Überlagerung zweier gegenläufiger, in diesem Falle temperaturabhängiger
Schädigungsmechanismen, wäre auch hier möglich. Demzufolge ergeben sich zwei Fragen:
Könnte es sich um eine neue Art von Zwei-Faktor-Hypothese handeln, welche die Zellschädi-
gung während der Vakuumtrocknung in Abhängigkeit von der Stellflächentemperatur be-
schreibt? Und wenn ja, welche Mechanismen könnten speziell für die zunehmende Zell-
schädigung im Temperaturbereich unterhalb der optimalen Stellflächentemperatur verant-
wortlich sein?
Zur Klärung dieser Fragen werden nochmals die Probentemperaturen aus Tabelle 2 betrachtet.
Hinsichtlich der Genauigkeit dieser Daten muß zunächst folgendes angemerkt werden:
1. Um überhaupt eine Temperaturmessung innerhalb der Proben zu ermöglichen, mußte
deren Geometrie leicht verändert werden.46
2. Die Thermoelemente selbst könnten, beispielsweise durch Wärmeleitung über den Draht,
einen Einfluß auf die Temperaturmessung gehabt haben.
3. Aufgrund von Artefakten war es leider nicht möglich, die Probentemperatur während der
Desorptionstrocknung korrekt zu messen, weshalb uns für diese Diskussion nur mit Hilfe
des Modells berechnete Werte vorliegen.
Obwohl dem Modell mehrere Vereinfachungen zugrunde liegen, stimmen die damit berech-
neten Sublimationszeiten beinahe exakt mit den in Bild 28 abgelesenen überein. Dies unter-
streicht die Plausibilität des Modells und legt nahe, daß zumindest die Tendenzen der errech-
neten Desorptionstemperaturen nahe an der Realität liegen. Dennoch sei an dieser Stelle
ausdrücklich betont, daß das Modell nicht ohne weiteres auf andere Gefriertrocknungs-
prozesse übertragen werden kann. Grund dafür ist vor allem die hier getroffene Annahme, daß
                                                
46Die Probenhöhe wurde vergrößert und die Probe nicht in kleinere Stücke zerbrochen, wodurch sich das für die
Trocknungskinetik wichtige Oberflächen-/Volumenverhältnis verringerte.
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der relevante Wärmestrom allein durch Wärmestrahlung übertragen wird (diese Annahme
träfe beispielsweise für all jene Proben nicht zu, die in Glasflaschen eingefroren und getrock-
net werden).
Die gemessenen durchschnittlichen Sublimationstemperaturen liegen für die Stellflächen-
temperaturen von –5 °C bis –25 °C konstant bei –33 °C. Für tiefere Stellflächentemperaturen
nehmen sie langsam ab und erreichen letztlich –45 °C. Der Einfluß der Stellflächentemperatur
auf die Sublimationstemperatur ist somit relativ gering. Im Vergleich dazu weichen die
errechneten Desorptionstemperaturen deutlich voneinander ab. Letztere liegen im Bereich von
+4 °C bis –30 °C. Ein ähnlicher Effekt wird sichtbar, wenn man die Sublimationszeiten (aus
Tabelle 2) mit den Gesamttrocknungszeiten (aus Tabelle 1) vergleicht: Während die Subli-
mationszeiten mit abnehmender Stellflächentemperatur langsam zunehmen, verlängert sich
die Gesamttrocknungszeit aufgrund der reduzierten Desorptionsraten drastisch. Beide
Beobachtungen deuten darauf hin, daß die Gründe für das unterschiedliche Ausmaß der Zell-
schädigung hauptsächlich mit der Desorptionstrocknung in Verbindung gebracht werden
müssen.
Supraoptimale Stellflächentemperaturen
Für den Fall, daß die Stellflächentemperatur höher als optimal gewählt wurde, läßt sich die
erhöhte Zellschädigung mit Hilfe eines vereinfachten Phasendiagramms anschaulich erklären
(siehe Bild 31): Für die zwei Stellflächentemperaturen „1“ und „2“ (z.B.: TSt, 1 = –5 °C und
TSt, 2 = –15 °C) wurden identische Sublimationstemperaturen ermittelt (hier: TS, 1 = TS, 2
= –33 °C, siehe Tabelle 2). Bevor die Sublimation innerhalb der gesamten Probe abge-
schlossen ist, beginnt in den schon freiliegenden glasartigen Bereichen bereits die Desorp-
tionstrocknung. Diese erfolgt jedoch zunächst auf einem niedrigen, durch die Sublimation
bestimmten Temperaturniveau (TDes, 1,2 = TS, 1,2 = –33 °C). Nach Abschluß der Sublimation
hingegen steigt die Probentemperatur rasch auf ein höheres Niveau (hier: TDes, 1 = 4 °C
beziehungsweise TDes, 2 = –2,5 °C, siehe Tabelle 2). Die Wahrscheinlichkeit, daß dabei eine
charakteristische Schädigungstemperatur überschritten wird, nimmt mit höheren Stellflächen-
temperaturen zu. Ohne den Ausdruck „charakteristische Schädigungstemperatur“ genau spezi-
fizieren zu wollen, kommen hierfür bekannte Größen wie die Glasübergangs-, Rekristallisa-
tions-, Devitrifikations- oder Kollapstemperatur in Betracht (siehe Kapitel 3.1.2). Das Phäno-
men der erhöhten Zellschädigung nach einer Trocknung bei supraoptimalen Temperaturen ist
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auch in der Literatur beschrieben [z.B. Kresin 1992, MacKenzie 1977, Mazur 1969, McMillan
1995, Roos 1991, Spieles 1995a].
Bild 31 Vereinfachtes Phasendiagramm (T, c) zur Illustration der Zellschädigung während der Va-
kuumtrocknung bei supraoptimalen Stellflächentemperaturen. Zu Beginn der Vakuumtrock-
nung hat die Glasphase eine Konzentration cg’. Während der Sublimation findet die
Desorption zunächst bei identischer Probentemperatur TS, 1,2 statt. Nach Abschluß der
Sublimation steigt die Probentemperatur rasch auf ein höheres Niveau TDes. Dabei besteht
die Gefahr, eine charakteristische Schädigungstemperatur zu übersteigen.
Suboptimale Stellflächentemperaturen
Für die zunehmende Zellschädigung bei Trocknungstemperaturen unterhalb der Optimal-
temperatur eine Erklärung zu finden, ist schwieriger: Bei entsprechend tiefen Desorptions-
temperaturen (z.B. TDes = –30 °C) ist die treibende Kraft für den Wasserdampftransport
extrem niedrig.47 Daher könnte die Ursache für die gestiegene Zellschädigung in einer unzu-
reichenden Dehydrierung zu suchen sein. Diese tritt besonders in den intrazellulären Berei-
chen auf, wo der Diffusionswiderstand für den Wasserdampf am größten ist. Wenn die Proben
im Anschluß an die Vakuumtrocknung einer höheren Temperatur (beispielsweise der
                                                
47Dies ist auch der Grund, warum die Trocknungszeit so drastisch verlängert werden mußte (siehe Tabelle 1).
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Raumtemperatur)48 ausgesetzt werden, würde dies möglicherweise zu einem intrazellulären
Glasübergang führen, der bekanntermaßen Zellschädigungen zur Folge hat.
Auf den ersten Blick scheinen die einheitlichen relativen Massenabnahmen (siehe Tabelle 1),
die als Abbruchkriterium für die Festlegung der Trocknungszeiten dienten, dieser Argumen-
tation zu widersprechen. Da bei einem drastischen Temperaturanstieg jedoch bereits ein leicht
erhöhter intrazellulärer Wassergehalt zu einer Zellschädigung führen könnte, wäre er mögli-
cherweise aufgrund des relativ geringen Hämatokrits (nur 10 %) mit Hilfe der Gewichts-
messung nicht detektierbar.
Dieser Sachverhalt soll mit Hilfe der folgenden Beispielrechnung abgeschätzt werden (der
Einfachheit halber wird hier die Dichte der Gefrierschutzlösung und der Erythrozyten als
ρ = 1.000 kg/m3 angenommen): Die gesamte Probenmasse beträgt 750,00 mg, bestehend aus
675,00 mg Gefrierschutzlösung und 75,00 mg Erythrozyten. Für die Gefrierschutzlösung wird
angenommen, daß die relative Massenabnahme nach der Trocknung 75,00 % beträgt (unab-
hängig von der verwendeten Stellflächentemperatur), woraus sich ein Trockengewicht von
168,75 mg errechnet. Nach [Levine 1976] beträgt der Wassergehalt hydrierter Erythrozyten
72,00 %, d.h., die Gesamtmasse der Erythrozyten setzt sich aus 54,00 mg Wasser und
21,00 mg Trockenzellmasse zusammen. Für den Fall, daß der intrazelluläre Restwassergehalt
(iRWG) 5,00 % betrüge, würde sich daraus rechnerisch eine Gesamtmasse von 21,00 mg
+ 5,00% ⋅ 75,00 mg = 24,75 mg Erythrozyten ergeben. Dies entspräche einer relativen Pro-
benmassenabnahme von 100,00% – (168,75 + 24,75) / 750,00 = 74,20 %. Im Vergleich dazu
würde ein iRWG von 10,00 % (also eine Verdopplung) eine relative Probenmassenabnahme
von 73,70 % bedeuten. Dieser Unterschied von 0,50 % wäre mit Hilfe der hier verwendeten
Messungen nicht sicher detektierbar (siehe Tabelle 1).
Aufgrund fehlender mathematischer Modelle beziehungsweise der hierfür benötigten Stoff-
werte kann in dieser Studie der Transportwiderstand für intrazelluläres Wasser während der
Vakuumtrocknung nicht exakt berechnet werden. Folglich kann auch für den Gleichge-
wichtswert des iRWG in Abhängigkeit von der Stellflächentemperatur keine eindeutige Vor-
hersage getroffen werden. Andererseits könnte eine geringfügige Zunahme des iRWG (z.B.
                                                
48Dies würde gegenüber der Desorptionstemperatur einen Anstieg von mehr als 50 °C bedeuten.
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von 5 % auf 10 %) trotz nahezu konstanter relativer Massenabnahme die zunehmende Zell-
schädigung erklären. Um die Plausibilität dieser Hypothese zu untermauern, wird abschlie-
ßend die mikroskopische Struktur der gefriergetrockneten Proben näher beleuchtet. Hierbei
soll in erster Linie ein Eindruck von den charakteristischen Dimensionen innerhalb des Pro-
bengefüges gewonnen werden, welche die Kinetik des Wasserdampftransports entscheidend
beeinflussen.
Bild 32 zeigt eine REM-Aufnahme von Erythrozyten, eingebettet in eine Matrix aus 20
Gew.-% HES und 5 Gew.-% Maltose, nach der Gefriertrocknung bei einer Stellflächen-
temperatur von –35 °C für 48 h. Die Struktur der porösen Matrix ist deutlich feiner als die
Dimension der Zellen. Falls auch das intrazelluläre Medium glasartig erstarrt ist (was hier
angenommen wird), wäre somit der mittlere Diffusionsweg für das intrazelluläre Wasser viel
länger als für jenes Wasser, welches in den glasartig erstarrten Bereichen der extrazellulären
Matrix eingeschlossen ist.
Bild 32 REM-Aufnahme von Erythrozyten, die in eine Matrix aus HES und Maltose eingebettet sind.
Die Probe wurde mit einer Kühlrate von 100 K/min erstarrt und bei einer Stellflächen-
temperatur von -35 °C für 48 h getrocknet. Die Pfeile zeigen auf beschädigte Bereiche der
Zellmembran.
10µm
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Zugegebenermaßen kann diese qualitative Betrachtung der Probenmorphologie keinen
eindeutigen Beweis dafür liefern, daß das obige Erklärungsmodell für die Zellschädigung bei
suboptimaler Stellflächentemperatur korrekt ist. Die Aufnahme verdeutlicht jedoch ein-
drucksvoll das Ausmaß der Zellschädigung nach der Vakuumtrocknung. Obwohl die Probe
noch nicht rehydriert ist, was eine zusätzliche Belastung für die Zellen darstellt, ist anhand
mehrerer Löcher in den Zellmembranen bereits eine starke Schädigung zu erkennen.
5.4  Zusammenfassung
Mit Hilfe der neuen Tieftemperatur-Gefriertrocknungsanlage wurden Erythrozytenproben bei
konstanten Stellflächentemperaturen im Bereich von –5 °C bis –65 °C gefriergetrocknet. Als
Abbruchkriterium für das Erreichen eines einheitlichen Dehydrierungsgrades wurde eine rela-
tive Massenabnahme von 75 % zugrunde gelegt, was einer Restfeuchte von etwa 5% ent-
spricht. Hieraus ergaben sich für die unterschiedlichen Stellflächentemperaturen Trocknungs-
zeiten im Bereich von 24 Stunden (bei –5 °C) bis 144 Stunden (bei –65 °C).
Nach der Rehydrierung wurden mit Hilfe des Salzstabilitätstests die Wiederfindungsraten
bestimmt. Hierbei betrug der Spitzenwert 15,5 % und lag damit erstmals deutlich oberhalb
Null. Weiterhin konnte eine signifikante Abhängigkeit der Wiederfindungsrate von der Stell-
flächentemperatur nachgewiesen werden. Entgegen der Erwartung bewirkte eine Reduzierung
der Stellflächentemperatur jedoch keine stetige Zunahme der Wiederfindungsrate. Statt dessen
ergab sich eine typische Glockenform mit Optimum bei –35 °C.
Die Messung der Probentemperaturen mit Hilfe eines Thermoelements führte nur während der
Sublimationstrocknung zu verläßlichen Ergebnissen. Daher wurden die Desorptionstem-
peraturen anhand eines einfachen Modells geschätzt. Die Auswertung dieser Temperaturdaten
ergab, daß der Einfluß der Stellflächentemperatur auf die Probentemperatur am größten ist,
wenn die Sublimationstrocknung bereits abgeschlossen ist. Die Hauptursache für das unter-
schiedliche Ausmaß der Zellschädigungen wird daher während der Desorptionstrocknung ver-
mutet.
Für das Zustandekommen der typischen Glockenform wurde letztlich ein Erklärungsmodell
entwickelt, das auf der Überlagerung zweier gegenläufiger Schädigungsmechanismen beruht:
(1) Bei supraoptimalen Stellflächentemperaturen erreicht die Probentemperatur während der
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Desorptionstrocknung einen zu hohen Wert, und es kann zu einer Schädigung der Zellen
infolge struktureller Veränderungen des glasartigen Probengefüges kommen. (2) Bei subopti-
malen Probentemperaturen hingegen ist die Probentemperatur während der Desorptions-
trocknung zu niedrig, um eine ausreichende Dehydrierung des Zellinnenraums zu ermög-
lichen. In diesem Fall kann der glasartige Zustand des Zellinnenraums durch den drastischen
Temperaturanstieg nach Abschluß der Vakuumtrocknung nicht aufrechterhalten werden.
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6 Einfluß der Kühlrate
Durch den Einsatz der Tieftemperatur-Gefriertrocknungsanlage und die optimierte Tempera-
turführung während der Vakuumtrocknung konnten für gefriergetrocknete Erythrozyten erst-
mals Wiederfindungsraten erzielt werden, die deutlich oberhalb Null lagen. Dies bedeutet
einen beachtlichen Anfangserfolg und rechtfertigt weitere Versuche zur Verfahrensopti-
mierung. Im folgenden soll daher der Erstarrungsschritt, dabei insbesondere der Einfluß der
Kühlrate, näher untersucht werden.
Die Erstarrung stellt einen besonderen Teilschritt des Gefriertrocknungsverfahrens dar, weil
hiernach der Gesamtprozeß ohne eine zusätzliche Schädigung des Probenmaterials unterbro-
chen werden kann. Damit bietet sich die Möglichkeit zur Bestimmung eines Zwischenresul-
tats, auf dessen Basis eine isolierte Optimierung der Kühlrate vorgenommen werden kann. Da
sich die notwendigen Vitalitätstests jedoch nicht im gefrorenen Zustand durchführen lassen,
ist zunächst ein Auftauen der Proben erforderlich. Leider kann es auch hierbei zu einer Schä-
digung der Zellen und somit zu einer Verfälschung des erwünschten Zwischenergebnisses
kommen.
Diese Problematik soll anhand des folgenden Beispiels erläutert werden: Aktuelle Kryokon-
servierungsprotokolle auf der Basis des Gefrierschutzadditivs Hydroxyethylstärke (HES)
verwenden eine Kühlrate von 220 K/min [z.B. Sputtek 1995].49 Da hierbei nach dem Tauen
eine Salzstabilität von etwa 90 % erreicht wird, spielt die Frage nach dem Zeitpunkt des
Auftretens der Zellschädigung keine entscheidende Rolle. Eine Erstarrung mit dieser Kühlrate
stellt in jedem Fall eine gute Ausgangsbasis für die Gefriertrocknung dar.50 Absolut unzu-
lässig wäre jedoch der Umkehrschluß, daß eine Kühlrate, deren Verwendung nur zu einer
geringen Salzstabilität nach der Kryokonservierung führt, automatisch für die Gefriertrock-
                                                
49Diese optimale Kühlrate wurde für eine HES-Konzentration von 23 Gew.-%, eine NaCl-Konzentration von
60 mmol/l sowie einen Hämatokrit von 43 % ermittelt.
50Ähnliches gilt für eine Kühlrate von 100 K/min, die aufgrund von Veränderungen der Probenzusammensetzung
und des Hämatokrits in Kapitel 5 verwendet wurde.
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nung unbrauchbar sei. Hier ist der Zeitpunkt der Schädigung sehr wohl entscheidend:
Theoretisch könnte eine vollständige Hämolyse nach der Kryokonservierung ausschließlich
aufgrund einer Schädigung während des Tauschritts zustande kommen. Eine Erstarrung mit
dieser Kühlrate würde zwar ebenfalls eine gute Ausgangsbasis für die Gefriertrocknung
darstellen, wäre jedoch mit Hilfe von Frier-/Tauversuchen nicht zu erkennen (siehe Bild 33).
Bild 33 Problematik der Kühlratenoptimierung. Da die Zellvitalität nicht im gefrorenen Zustand ermit-
telt werden kann, läßt sich der Erstarrungsschritt nicht isoliert optimieren. Folglich müssen
die Proben entweder aufgetaut oder vakuumgetrocknet und rehydriert werden, wodurch es in
beiden Fällen zu einer zusätzlichen Zellschädigung kommen kann.
Aufgrund dieser einfachen Vorüberlegungen liegt es nahe, den Einfluß eines möglichst weiten
Kühlratenspektrums auf die Wiederfindungsraten sowohl kryokonservierter als auch ge-
friergetrockneter Erythrozyten zu untersuchen. Um hierbei eine möglichst gute Vergleichbar-
keit der Ergebnisse zu gewährleisten, soll die Zusammensetzung der Erythrozytensuspension
dem am Helmholtz-Institut entwickelten Kryokonservierungsprotokoll entsprechen. Das be-
deutet gleichzeitig, daß Modifizierungen der Probenzusammensetzung, die eventuell im Hin-
blick auf die veränderten Anforderungen des Gefriertrocknungsverfahrens notwendig sind,
zunächst nicht berücksichtigt werden können.
Vakuumtrocknung Rehydrierung
Tauen
zusätzliche Zellschädigung I
z u s ä t z l i c h e   Z e l l s c h ä d i g u n g   I I
Zellschädigung
Gesuchte
Überlebensrate
Gemessene
Überlebensrate I
Gemessene
Überlebensrate II
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Als Ergänzung zur Bestimmung der Wiederfindungsraten werden im Anschluß an die Va-
kuumtrocknung wiederum REM-Untersuchungen durchgeführt (siehe Bild 33). Diese sollen
Aufschluß über die Probenmorphologie und somit möglicherweise auch über die vorliegenden
Schädigungsmechanismen geben.
6.1  Material und Methoden
6.1.1  Erythrozytensuspension
Die Präparation des Erythrozytenkonzentrats erfolgte gemäß der Vorgehensweise in Kapitel
5.1.1. Aus oben genannten Gründen entsprach die Zusammensetzung der Gefrierschutzlösung
diesmal der aus unserem Kryokonservierungsprotokoll für Erythrozyten [Sputtek 1990,
Sputtek 1991, Sputtek 1992a, Sputtek 1995]. Im Vergleich zu Kapitel 5.1.2 bedeutete dies,
daß der HES-Anteil von 20,0 Gew.-% auf 24,5 Gew.-% erhöht und dafür die Maltose entfernt
werden mußte. Die veränderte Gefrierschutzlösung und das Erythrozytenkonzentrat wurden
diesmal zu gleichen Volumenanteilen gemischt, so daß sich für die fertige Erythrozyten-
suspension ein physiologischer Hämatokrit von 44 % ergab.51
6.1.2  Erstarrung
Nach 30minütiger Equilibrierung wurden jeweils 750 µl-Volumina der Erythrozytensuspen-
sion mit folgenden, ausgesuchten Kühlraten erstarrt: 50 K/min, 220 K/min,52 1.250 K/min,
4.200 K/min sowie 13.500 K/min. Die so gefrorenen Proben wurden anschließend in der
Dampfphase über flüssigem Stickstoff (LN2) gelagert, um schließlich getaut oder vakuum-
getrocknet zu werden. Je nach Kühlrate waren drei unterschiedliche Erstarrungsverfahren
notwendig:
                                                
51Im Gegensatz dazu wurde in Kapitel 5.1.2 ein Hämatokrit von 10 % verwendet.
52Dieses ist nach oben genanntem Protokoll die optimale Kühlrate für die Kryokonservierung von Erythrozyten
und somit eine sinnvolle Referenz.
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1. Für die geringen Kühlraten (50 K/min und 220 K/min) wurde das gleiche computerge-
steuerte Einfriergerät benutzt wie in Kapitel 5.1.3 [Heschel 1993].53 Entsprechend betrug
die Probenhöhe wiederum ca. 1,5 mm. Dieser Probentyp wird im weiteren Verlauf als
Typ I bezeichnet.
2. Um höhere Kühlraten (1.250 K/min und 4.200 K/min) erzielen zu können, wurden die
Probenvolumina jeweils in einer dünnen Schicht von etwa 50 µm zwischen zwei Alumi-
niumplatten (Dicke: 0,5 mm, Fläche: 125 mm x 125 mm) verteilt54 und anschließend mit
diesen zusammen in flüssigen Stickstoff eingetaucht. Dieser Probentyp wird im weiteren
Verlauf als Typ II bezeichnet. Durch Bekleben der äußeren Plattenoberflächen mit Gewe-
beband (Beiersdorf, Leukosilk S) konnte der Wärmeübergang zwischen dem siedenden
LN2 und den Platten deutlich gesteigert werden, so daß sich die Kühlrate innerhalb der
Probe von ursprünglich 1.250 K/min auf 4.200 K/min erhöhte.
3. Um eine noch höhere Kühlrate erzielen zu können (13.500 K/min), wurde das gleiche
experimentelle Setup gewählt wie unter Punkt 2 (Typ II, ohne Gewebeband). Die Platten
wurden jedoch diesmal nicht in LN2 getaucht, sondern in Hydrofluoroether (HFE 7100,
3M Chemicals, Diegem, Belgien),55 welcher vorher in einem Kryostaten auf –110 °C
gekühlt worden war. Obwohl durch diese im Vergleich zu LN2 hohe Temperatur der Tem-
peraturgradient zwischen Probe und Kältemittel reduziert wurde, konnte aufgrund des
verbesserten Wärmeübergangs eine deutlich höhere Kühlrate innerhalb der Probe erreicht
werden. Nach etwa 10 Sekunden in HFE 7100 wurden die gefrorenen Proben ebenfalls
schnell in LN2 getaucht, um eine ausreichend geringe Lagertemperatur zu erreichen.
                                                
53Hiermit läßt sich maximal eine Kühlrate von etwa 350 K/min erzielen.
54Hierzu wurde das Probenvolumen am Rande der einen Platte aufpipettiert und anschließend die zweite Platte
seitlich darüber geschoben.
55Dieses Kältemittel zeichnet sich selbst bei Temperaturen unterhalb –100 °C durch eine besonders niedrige
Viskosität aus. Der Stockpunkt des Fluids liegt nach Angaben des Herstellers bei etwa –135 °C. Für diese
Versuche wurde uns das normalerweise sehr teure Fluid kostenlos von 3M Chemicals zur Verfügung gestellt.
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Bild 34 zeigt die Temperaturprofile, anhand derer die Kühlraten innerhalb der verschiedenen
Proben des Typs II bestimmt wurden.56
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ten Restlösung geschädigt werden können (siehe auch Kapitel 3.1.1). Im Falle der Kühlung
mit HFE 7100 hingegen wurde die Kühlrate im Bereich zwischen 0 °C und –50 °C gemittelt,
da hier die Kristallisation erst unterhalb –50 °C zu beginnen schien (siehe Bild 34) und somit
obige Kühlratendefinition nicht anwendbar war.
Alle Probentemperaturprofile wurden mit Hilfe eines Kupfer-Konstantan-Thermoelements
gemessen (Omega, Stamford, CT, USA, Nr. 14774: Drahtdurchmesser jeweils 250 µm mit
150 µm Teflonisolation). Aufgrund der Größe des verwendeten Thermoelements (zum Ver-
gleich: die Schichtdicke des Probenmaterials betrug normalerweise nur 50 µm) stand die
Meßspitze einerseits im direkten Kontakt mit den Aluminiumplatten, andererseits vergrößerte
sich die Schichtdicke am Ort der Messung.
Beide Aspekte bedeuten eine Veränderung der Erstarrungsbedingungen und führen somit
möglicherweise zu einer Diskrepanz zwischen dem gemessenen und dem normalerweise
vorliegenden Temperaturverlauf. Aufgrund der (immer noch) sehr geringen Schichtdicke des
Probenmaterials sind die Temperaturunterschiede über die Probenhöhe jedoch als klein anzu-
nehmen. Hinzu kommt, daß aufgrund der guten Wärmeleitungseigenschaften des Aluminiums
lokale Temperaturgradienten innerhalb der Platten sehr schnell ausgeglichen werden.
Zur Absicherung der Ergebnisse wurde dennoch auch eine experimentelle Abschätzung des
Meßfehlers durchgeführt. Bei der Abkühlung unter den ursprünglichen Erstarrungsbedingun-
gen, also von Proben ohne integriertes Thermoelement und einheitlicher Schichtdicke, wurde
die Zeit gemessen, die vom Zeitpunkt des Eintauchens bis zum Erreichen der LN2-Temperatur
verstrich.58 Hierbei ergab sich eine zeitliche Diskrepanz von weniger als einer Sekunde im
Vergleich zu den Messungen mit integriertem Thermoelement. Dies entspricht einem
maximalen Fehler von etwa 20%. Da jedoch in dieser Versuchsreihe keine detaillierte
Optimierung der Kühlrate vorgenommen, sondern vielmehr zur Orientierung ein möglichst
großer, sich über mehrere Größenordnungen erstreckender Kühlratenbereich untersucht wer-
den sollte, ist die Genauigkeit der Temperaturmeßkurven ausreichend.
                                                
58Das Erreichen der LN2-Temperatur geht mit einem deutlich hörbaren, abrupten Abbruch des vorher heftigen
Siedevorgangs an den Plattenoberflächen einher.
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6.1.3  Tauen
Die Proben wurden jeweils in 30 ml isotoner, phosphatgepufferter Kochsalzlösung (pH 7,2;
diesmal vorgewärmt auf 42 °C) durch schnelles Schütteln getaut. Somit wurde in der Erythro-
zytensuspension ein Hämatokrit von etwa 1 % eingestellt, was bereits der für die spätere
Salzstabilitätsmessung geforderten Zellkonzentration entspricht (siehe auch Kapitel 5.1.7).
Die im Vergleich zum Rehydrieren erhöhte Temperatur des Mediums (siehe Kapitel 5.1.5 und
6.1.4) ermöglicht eine geringfügig höhere Erwärmungsrate. Aufgrund der tiefen Temperatur
der gefrorenen Proben kommt es hierbei jedoch zu keiner Schädigung der Zellen.
6.1.4  Vakuumtrocknung und Rehydrierung
Alle Proben wurden mit Hilfe der Tieftemperatur-Gefriertrocknungsanlage bei einer konstan-
ten Kondensatortemperatur von –196 °C und einem konstanten Druck von 2 Pa getrocknet.
Die Trocknungszeit mußte jedoch an die unterschiedlichen Probenschichtdicken angepaßt
werden:
Typ I: Die gefrorenen Proben wurden jeweils in vorgekühlte Aluminiumkappen gefüllt und
mit diesen zusammen in die auf der Stellfläche der Gefriertrocknungsanlage befindliche
Probenhalterung gestellt (siehe Kapitel 5.1.4, Bild 25). Nach 48stündiger Trocknung bei einer
Stellflächentemperatur von –35 °C wurde diesmal die Temperatur für weitere 24 Stunden auf
20 °C erhöht. Dadurch sollte die Lagerstabilität der Proben erhöht beziehungsweise das Risiko
einer nur unzureichenden Dehydrierung verringert werden (siehe Kapitel 5.3, Schädigung bei
suboptimalen Stellflächentemperaturen).
Typ II: Die gefrorenen Plattenpaare wurden zunächst mit Hilfe eines Skalpells getrennt. Von
jedem Paar wurde nur diejenige Hälfte für die Trocknung ausgewählt, an welcher der größere
Anteil des gefrorenen Probenvolumens haftete; das an der gegenüberliegenden Platte haftende
Probenmaterial wurde verworfen. Acht Platten je Trocknungsexperiment wurden, mit der
Blutseite nach oben gerichtet, in einem auf LN2-Temperatur vorgekühlten Aluminiumständer
positioniert (siehe Bild 35) und zusammen mit diesem auf die vorgekühlte Stellfläche der
Gefriertrocknungsanlage gestellt. Wegen der sehr geringen Probenhöhe wurde die Trock-
nungszeit auf 16 Stunden bei einer Stellflächentemperatur von –35 °C beziehungsweise auf 8
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Stunden bei 20 °C reduziert. Beide Trocknungsprotokolle ergaben erneut einen Restfeuchte-
gehalt von etwa 5 % (gemessen durch Karl-Fischer-Titration).
Bild 35 Ständer zur gleichzeitigen Vakuumtrocknung von bis zu acht auf Aluminiumplatten eingefro-
renen Proben. Vor der Bestückung wurde der Ständer durch Eintauchen in LN2 abgekühlt
und auf der temperierten Stellfläche der Gefriertrocknungsanlage plaziert. Die im Vergleich
zu den Alumiumplatten hohe Wärmekapazität des Ständers verhindert eine vorzeitige
Erwärmung der Proben. Während der Vakuumtrocknung stellen die jeweils darüberliegenden
Böden zusätzlich einen wirksamen Strahlungsschutz dar.
Unmittelbar nach der Vakuumtrocknung wurden die Proben in 30 ml isotoner, phosphat-
gepufferter Kochsalzlösung (siehe Tauen, jedoch nun wieder vorgewärmt auf 37 °C) unter
ausgiebigem Schütteln rehydriert. Um sicher zu gehen, daß sich das getrocknete Material
vollständig auflöste, wurden die rehydrierten Proben wieder für 30 Minuten auf einem Nutator
bewegt. Schließlich wurden die Wiederfindungsraten mit Hilfe des Salzstabilitätstests
bestimmt (siehe Kapitel 5.1.7). Zusätzlich wurden mit Hilfe von REM-Aufnahmen die
Probenstruktur sowie die Zellmorphologie untersucht. Hierfür wurden die getrockneten
Proben, wie in Kapitel 5.1.8 beschrieben, präpariert.
Einfluß der Kühlrate 83
6.2  Ergebnisse
Bild 36 zeigt die Salzstabilitäten nach dem Tauen beziehungsweise nach der Rehydrierung.
Wie erwartet wurden nach dem Tauen die besten Ergebnisse bei einer Kühlrate von
220 K/min gefunden. Die Salzstabilität betrug hier 81,6 %. Niedrigere ebenso wie höhere
Kühlraten ergaben entweder deutlich reduzierte (66,0 % bei 50 K/min) oder sogar vernach-
lässigbar geringe Salzstabilitäten (≤ 5,7 % bei ≥ 1.250 K/min).
Bild 36 Halblogarithmische Auftragung der Salzsta
getaute beziehungsweise gefrorene/vaku
± Standardabweichung; N = 10). Zu Vergle
hinzugefügt. Getaut (Ref.): Ergebnisse, die 
worden waren (HES-Konzentration: 20 Ge
Konzentration: 75 mmol/l; N = 3).59 Rehydri
Gefrierschutzlösung (HES-Konzentration: 
sowie mit einem veränderten Hämatokrit (10
Rindler 1998b].
                                                
59Bisher nicht veröffentlichte Daten (mit Genehmigung von
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Nach der Rehydrierung hingegen wurden bei den niedrigen Kühlraten sehr schlechte Ergeb-
nisse erzielt (≤ 10,2 % bei ≤ 220 K/min). Eine deutliche Verbesserung jedoch erbrachten
Kühlraten von 1.250 K/min oder darüber. Die beste Salzstabilität (47,9 %) wurde hier bei ei-
ner Kühlrate von 4.200 K/min ermittelt. Der Unterschied zu den Ergebnissen bei 1.250 K/min
beziehungsweise 13.500 K/min war allerdings nicht signifikant (berechnet mittels Varianz-
analyse). Zu Vergleichszwecken wurden im Diagramm zusätzlich eigene Referenzdaten
hinzugefügt, die allerdings mit leicht unterschiedlichen Protokollen erzielt worden waren.
Durch Auswertung der mikroskopischen Aufnahmen konnten darüber hinaus wichtige Infor-
mationen über die Morphologie der getrockneten Proben gewonnen werden. Zwei ausgewähl-
te Aufnahmen zeigen exemplarisch die unterschiedlichen Strukturen des Probengefüges,
welche nach der Erstarrung mit geringen (≤ 220 K/min) beziehungsweise mit hohen Kühlraten
(≥ 1.250 K/min) gefunden wurden (siehe Bild 37):60
1. Bei geringen Kühlraten sind die Zellen in eine vergleichsweise poröse HES-Matrix einge-
bettet,61 wohingegen bei hohen Kühlraten eine beinahe homogene, massive Phase be-
obachtet werden kann.
2. Die Form der Zellmembran-Oberflächen erscheint bei hohen Kühlraten deutlich glatter als
bei niedrigen, wo eine eher reliefartige Beschichtung zu erkennen ist. Diese charakteristi-
sche Oberflächenstruktur entspricht in Größe und Form der dreidimensionalen, porösen
Struktur der umgebenden Matrix, mit welcher die Zellen in Kontakt stehen.
3. Die trockenen Zellen scheinen im Falle der hohen Kühlraten intrazellulär aus einer homo-
genen, glasartigen Phase aufgebaut zu sein. Der porösen Struktur der HES-Matrix nach zu
urteilen, ist eine solch homogene, intrazelluläre Struktur bei geringen Kühlraten eher un-
wahrscheinlich.62
                                                
60Diese Unterschiede waren auch auf einer Vielzahl weiterer Aufnahmen zu erkennen.
61Die Poren deuten auf die Bildung von Eiskristallen während der Erstarrung hin. Während der Vakuumtrock-
nung wird das Eis durch Sublimation entfernt, so daß Hohlräume entstehen (siehe Kapitel 2.1.2).
62Leider existiert hierzu kein ausreichendes Bildmaterial, um diese Vermutung zu belegen.
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Bild 37 Rasterel
Matrix. D
Kühlrate
eine por
reliefartig
Struktur 
eine bein
chenen E
(Pfeile).10 µmektronenmikroskopische Aufnahmen gefriergetrockneter Erythrozyten in einer HES-
ie resultierende Probenstruktur hängt von der verwendeten Kühlrate ab. Oben:
 = 220 K/min. Durch die Bildung von Eiskristallen während der Erstarrung erhält man
öse HES-Matrix nach der Vakuumtrocknung. Die Zellmembranen sind mit einer
en Schicht überzogen, deren charakteristische Struktur in Größe und Form der
der Matrix entspricht. Unten: Kühlrate = 4.200 K/min. Die Zellen sind eingebettet in
ahe homogene, massive Phase. Die Zellquerschnitte der beiden in der Mitte gebro-
rythrozyten lassen erkennen, daß die intrazellulären Bereiche amorph erstarrt sind
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6.3  Diskussion
Die Salzstabilitätskurven für kryokonservierte beziehungsweise gefriergetrocknete Erythro-
zyten haben eine signifikant unterschiedliche Form (siehe Bild 36):
1. Aus den Frier-/Tauversuchen resultierte eine Kurve, die prinzipiell der Theorie von
Mazurs Zwei-Faktor-Hypothese entspricht (siehe Kapitel 3.1.1, Bild 7). In Übereinstim-
mung mir der Literatur [z.B. Sputtek 1995] und eigenen unveröffentlichten Daten wurde
die beste durchschnittliche Salzstabilität bei einer optimalen Kühlrate von 220 K/min
erzielt.
2. Nach Vakuumtrocknung und Rehydrierung wurden bei niedrigen Kühlraten (≤ 220 K/min)
sehr geringe Salzstabilitäten gemessen. Deutlich verbesserte Ergebnisse erbrachten
dagegen höhere Kühlraten (≥ 1.250 K/min). Das konstant hohe Niveau der Salzstabilitäten
oberhalb 1.250 K/min deutet zusätzlich auf die Existenz einer kritischen Kühlrate im
Bereich zwischen 220 K/min und 1.250 K/min hin.
Aufgrund der hier vorliegenden Fragestellung, die auf eine möglichst weite Spreizung der
Datenpunkte über einen großen Kühlratenbereich abzielt,63 erlauben die vorhandenen Daten
weder eine exakte Bestimmung der optimalen Kühlrate für die Kryokonservierung noch der
kritischen Kühlrate für die Gefriertrocknung. Es konnte jedoch generell gezeigt werden, daß
die besten Wiederfindungsraten beider Konservierungsverfahren in absolut verschiedenen
Kühlratenbereichen zu finden sind. Das belegt, daß Frier-/Tauversuche nicht geeignet sind,
um die Kühlrate für die Gefriertrocknung zu optimieren.
Obwohl die Existenz zweier unterschiedlicher, optimaler Kühlratenbereiche (für die Kryo-
konservierung beziehungsweise für die Gefriertrocknung) nicht im Widerspruch zu den theo-
retischen Vorüberlegungen steht (siehe auch Kapitel 3.2.1), verwundert das Ausmaß, mit wel-
chem beide voneinander abweichen. Wie anhand der Referenzkurve für die Gefriertrocknung
zu erkennen ist (siehe Bild 36), waren unsere eigenen Optimierungsbemühungen vor dieser
Studie nur auf den Kühlratenbereich in der Nähe des Optimums für die Kryokonservierung
                                                
63Im Gegensatz dazu sollte bei den Referenzkurven die optimale Kühlrate gefunden werden, was eine höhere
Datenpunktdichte erforderte.
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beschränkt.64 Im Vergleich dazu konnte in dieser Meßreihe bei einer Kühlrate von 4.200
K/min die Salzstabilität auf 47,9 % erhöht und somit mehr als verdreifacht werden. Diese
Verbesserung ist um so erstaunlicher, da die Zusammensetzung der hierbei verwendeten
Erythrozytensuspension auf die Bedürfnisse der Zellen während der Kryokonservierung zuge-
schnitten war, also keinerlei Anpassungen an die zusätzlichen Belastungen während der
Vakuumtrocknung beinhaltete (siehe Kapitel 3.2.2).
Da beide Prozesse mit einem, bis auf die Schichtdicke, identischen Erstarrungsschritt
beginnen, muß der Grund für das verschiedene Ausmaß der Zellschädigungen in den sich
anschließenden Prozeßschritten gesucht werden. Demzufolge müssen während des Tauens
beziehungsweise während der Vakuumtrocknung unterschiedliche kühlratenabhängige Schä-
digungsmechanismen existieren.65 Das zeitliche Auftreten dieser Schädigungsmechanismen
soll anhand der beiden folgenden Beispiele eingegrenzt werden (siehe Bild 38):
1. Nach der Kryokonservierung wurde bei einer Kühlrate von 220 K/min eine Salzstabilität
von etwa 80 % gemessen. Daraus geht hervor, daß die Summe der Schädigungen aufgrund
aller relevanten Schädigungsmechanismen insgesamt etwa 20 % betrug.66 Bei derselben
Kühlrate wurde nach der Vakuumtrocknung und Rehydrierung nur eine Salzstabilität von
etwa 10 % gemessen, was einer gesamten Zellschädigung von etwa 90 % gleichkommt.
Zumindest die zusätzliche Schädigung von 70 % (also die Differenz aus 90 % Schädigung
nach der Rehydrierung und 20 % Schädigung nach dem Tauen) muß daher während der
Vakuumtrocknung oder Rehydrierung aufgetreten sein. Wahrscheinlich ist dieser
Prozentsatz sogar noch höher, da sicherlich ein Teil der nach der Kryokonservierung
gemessenen Zellschädigung während des Tauschritts aufgetreten ist.
                                                
64Demzufolge wurde auch in Kapitel 5 mit einer fälschlich „optimierten“ Kühlrate von 100 K/min gearbeitet.
65Natürlich stellt der Rehydrierungsschritt ebenfalls ein gewisses Schädigungspotential dar, aber der Einfachheit
halber sei hier zunächst angenommen, daß die Schädigung während der Rehydrierung weder eine Kühlraten-
abhängigkeit, noch, aufgrund der guten Löslichkeit des trockenen Probenmaterials, eine nennenswerte
Schichtdickenabhängigkeit aufweist.
66Hierzu gehören neben dem osmotischen Schrumpfen und der intrazellulären Eisbildung während der Erstarrung
(siehe Kapitel 3.1.1) auch die Devitrifikation oder die Rekristallisation während des Tauens.
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2. Bei einer Kühlrate von 4.200 K/min wurde nach der Vakuumtrocknung und Rehydrierung
eine Salzstabilität von etwa 48 % gemessen, nach der Kryokonservierung jedoch nur von
etwa 4 %. Das bedeutet, daß während des Tauschritts mindestens eine zusätzliche Schädi-
gung von 44 % (also die Differenz aus 52 % Schädigung nach der Vakuumtrocknung und
Rehydrierung und 96 % Schädigung nach dem Tauen) aufgetreten sein muß. Auch hier ist
es wahrscheinlich, daß dieser Prozentsatz noch höher liegt, da der komplementäre Anteil
an der Gesamtschädigung auch jene Schädigungen mit einschließt, die der Vakuumtrock-
nung und Rehydrierung zugeschrieben werden müssen.
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Bild 38 Zeitliches Auftreten der Zellschädigungen: Vergleich der Ergebnisse bei 220 K/min
(Maximum nach dem Tauen) und 4.200 K/min (Maximum nach der Rehydrierung) (siehe
Bild 36). Die Kennzeichnung “+++” soll andeuten, daß die tatsächliche Schädigung wahr-
scheinlich größer ist als die durch die Klammer angegebene theoretische Mindestschädigung
(siehe Text).
Die Schädigungsmechanismen bei der Kryokonservierung, die sich auf die Verwendung
supraoptimaler Kühlraten zurückführen lassen, sind ausreichend untersucht und allgemein
anerkannt: Zum einen besteht die Gefahr, daß sich während des Erstarrungsschritts intrazellu-
läres Eis bildet (siehe Kapitel 3.1.1), zum anderen kann es im Verlauf der Wiedererwärmung
zur Devitrifikation oder Rekristallisation kommen [z.B. Mazur 1972, Mazur 1977, Milller
1976, Pegg 1984]. Aufgrund der hier vorliegenden Daten muß darüber hinaus angenommen
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werden, daß der – wenn überhaupt – nur kleine Anteil intrazellulären Eises (siehe Bild 37,
Pfeil), der sich bereits während der Erstarrung bildet, weniger schädigend ist als der kontinu-
ierlich wachsende Anteil des Eises, welcher sich erst während der Wiedererwärmung mit
eventuell unzureichender Rate bildet [z.B. Pegg 1984].67
Die Kühlratenabhängigkeit der Salzstabilität nach der Vakuumtrocknung und Rehydrierung ist
schwieriger zu erklären. Das Ausmaß der Zellschädigung scheint auf die unterschiedlichen
Strukturen der HES-Matrix zurückgeführt werden zu können. Man könnte beispielsweise
spekulieren, daß eine feinere Struktur der HES-Matrix den darin eingebetteten Zellen während
der Vakuumtrocknung einen besseren mechanischen Schutz biete. Da die Kontaktfläche
zwischen Zellmembran und umgebender Matrix deutlich mit der Kühlrate zunimmt, wäre das
gleichbedeutend mit einer Reduzierung der mechanischen Belastung der Zellmembran.68
Ein weiterer Erklärungsansatz beruht auf der Annahme, daß der bei überkritischen Kühlraten
zu erkennende positive Effekt auf die zunehmend glasartige Erstarrung des Intrazellulärraums
zurückzuführen sei. Zugegebenermaßen kommt dies eher einer qualitativen Beschreibung der
REM-Aufnahmen nahe als einer experimentell abgesicherten Erklärung. Dennoch könnten
beide Effekte zum Schutz der Zellen beitragen, besonders während des Dehydrierungsprozes-
ses, wo die Zellmembranen, ebenso wie die intrazellulären Proteine, bekanntermaßen starken
strukturellen Veränderungen unterliegen [z.B. Carpenter 1987, Carpenter 1988, Crowe 1984b,
Crowe 1986a].
Anmerkung:
In der vorangegangenen Diskussion wurde angenommen, daß die Verbesserung der Ergeb-
nisse nach der Gefriertrocknung einzig auf die Erhöhung der Kühlrate zurückzuführen sei. Da
aber mit der Schichtdicke des Probenmaterials ein weiterer Prozeßparameter verändert wurde,
konnte nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden, daß dieser nicht auch das Ergebnis
beeinflußt. Aus diesem Grund wird am Helmholtz-Institut momentan ein Verfahren
                                                
67Um diesen Gesichtspunkt schlüssig belegen zu können, hätte zusätzlich der Einfluß unterschiedlicher Erwär-
mungsraten in Betracht gezogen werden müssen; doch das war nicht das Ziel dieser Versuchsreihe.
68Man könnte sich hier den Übergang von Linienkontakten zwischen Zelle und umgebender Matrix (bei unter-
kritischen Kühlraten) zu einem kompletten Flächenkontakt (bei überkritischen Kühlraten) vorstellen.
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entwickelt, mit welchem im gesamten hier untersuchten Kühlratenbereich eine identische
Probengeometrie verwendet werden kann. Zum Zeitpunkt der Fertigstellung dieser Arbeit
lagen aber hierzu noch keine Ergebnisse vor.
6.4  Zusammenfassung
Obwohl die Versuche zur Kryokonservierung und Gefriertrocknung auf einem identischen
Erstarrungsschritt aufbauen, verursacht die daran anschließende Prozeßführung, also der Tau-
schritt oder die Kombination aus Vakuumtrocknung und Rehydrierung, ein deutlich unter-
schiedliches Ausmaß an Zellschädigungen. Wie erwartet führt die Verwendung sehr hoher
Kühlraten (≥ 1.250 K/min) zu einer vollständigen Hämolyse nach dem Tauen. Ursache hierfür
sind wahrscheinlich Zellschädigungen infolge Devitrifizierung oder Rekristallisation, welche
auf eine zu geringe Erwärmungsrate zurückzuführen sind. Für die Vakuumtrocknung
hingegen hat die Verwendung solch hoher Kühlraten einen positiven Effekt. Da hierbei das
Wasser entzogen wird, besteht bei ausreichend niedriger Probentemperatur nicht die Gefahr
einer Zellschädigung infolge Devitrifizierung oder Rekristallisation. Andererseits scheint die
bei hohen Kühlraten feinere Struktur des Probengefüges einen besonders guten Schutz wäh-
rend der Vakuumtrocknung zu bieten.
Die Daten belegen eindeutig, daß Frier-/Tau-Experimente nicht ausreichen, um die Kühlrate
für die Gefriertrocknung zu optimieren. Diese Entdeckung führte gleichzeitig zu einem drasti-
schen Anstieg der Salzstabilitäten auf 47,9 %, was einer mehr als dreifachen Verbesserung der
Ergebnisse aus Kapitel 5 gleichkommt, in denen eine mit Frier-/Tau-Experimenten „opti-
mierte“ Kühlrate verwendet worden war.
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7 Einfluß von Glukose als Stabilisator
Die Erstarrung mit sehr hohen Kühlraten führte zu einem deutlichen Anstieg der Wiederfin-
dungsraten und wird daher beibehalten. Da die in Kapitel 6 verwendete Erythrozytensus-
pension zwar für die Kryokonservierung, nicht jedoch für die Gefriertrocknung optimiert
wurde, könnte eine Modifizierung der Gefrierschutzlösung eine weitere Verbesserung des
Ergebnisses bewirken.
Im Vergleich zur Erstarrung, während der die Zellen aufgrund osmotischer Effekte intra-
zelluläres Wasser abgeben (siehe Kapitel 3.1.1), ist das Ausmaß der Dehydrierung während
der sich anschließenden Vakuumtrocknung deutlich größer. Dies kann zu temporären,
teilweise aber auch irreversiblen Veränderungen der Zellmembran- oder Proteinkonformation
führen (siehe Kapitel 3.1.2). Vor diesem Hintergrund wurde bereits in Kapitel 3.2.2 auf die
stabilisierende Wirkung von Sacchariden eingegangen.
Stellvertretend für eine Vielzahl weiterer Versuche mit Sacchariden (z.B. mit Maltose,69
Trehalose, Saccharose, aber auch mit Kombinationen dieser Saccharide untereinander
beziehungsweise mit Zuckeralkoholen wie Mannitol oder Sorbitol [Kerschke 1996, Rindler
1997]), wird in dieser Versuchsreihe nur der Einfluß von Glukose untersucht. Aufgrund seiner
relativ geringen Molekülgröße (M = 180 Da) und der erleichterten Diffusion durch die
Zellmembran [z.B. Schmidt 1980] gelangt das Monosaccharid auch ins Zellinnere und kann
somit möglicherweise auch die intrazellulären Proteine schützen.70 Da die zur Stabilisierung
notwendige Glukosekonzentration in der Gefrierschutzlösung zunächst unbekannt ist, wird sie
im Bereich von 0 Gew.-% bis 5 Gew.-% in Schritten zu je 1 Gew.-% variiert. Um zusätzlich
                                                
69In Kapitel 5.1.2 wurde Maltose als Stabilisator verwendet, da hiermit in vorherigen Frier-/Tauversuchen die
besten Ergebnisse erzielt worden waren. Später zeigte sich einerseits die Unzulässigkeit dieser Vorgehensweise
zur Optimierung des Erstarrungsschritts bei der Gefriertrocknung (siehe Kapitel 6), andererseits ließen sich die
damals erzielten guten Ergebnisse (zumindest im Vergleich zu den anderen getesteten Sacchariden) auf dem
nun deutlich gestiegenen Niveau der Wiederfindungsraten nicht bestätigen.
70Im Gegensatz dazu haben die größeren Disaccharide diese Möglichkeit nicht (siehe Kapitel 3.2.2).
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einen Anhaltspunkt über mögliche Zellschädigungen aufgrund osmotischer Effekte während
der Rehydrierung zu erhalten, wird auch das bisher verwendete Rehydriermedium durch Zu-
gabe von Glukose im gleichen Konzentrationsbereich variiert.71 Das Ergebnis der Versuche
wird wiederum anhand von Wiederfindungsraten quantifiziert. Für eine darüber hinaus-
gehende Beurteilung der Wirksamkeit von Glukose zum Schutz intrazellulärer Proteine wie
Hämoglobin sei an dieser Stelle auf [Binding 2001] verwiesen.
7.1  Material und Methoden
7.1.1  Erythrozytensuspensionen
Die Präparation des Erythrozytenkonzentrats erfolgte gemäß der Vorgehensweise in Kapitel
5.1.1, jedoch wurde die Zusammensetzung der Gefrierschutzlösung wie folgt variiert: Auf der
Basis einer Lösung, bestehend aus 20 Gew.-% HES72 und 60 mmol/l NaCl (siehe Kapitel
5.1.2), wurden durch Zugabe entsprechender Mengen D-Glukose73 (Merck, Reinheit: für
biochemische Zwecke) fünf weitere Lösungen mit Glukosekonzentrationen von 0 Gew.-% bis
5 Gew.-% in Schritten zu je 1 Gew.-% hergestellt. Diese Gefrierschutzlösungen und das
Erythrozytenkonzentrat wurden jeweils zu gleichen Volumenanteilen vermischt, so daß sich
ein physiologischer Hämatokrit von 44 % ergab. Die fertigen Erythrozytensuspensionen
wurden anschließend für 30 Minuten bei Raumtemperatur unter ständiger Bewegung (auf
einem Nutator) inkubiert, um das Eindringen der Glukose ins Zellinnere zu erleichtern.
                                                
71Durch die Zugabe eines ebenfalls glukosehaltigen Rehydriermediums wird der Konzentrationsgradient
zwischen dem intra- und extrazellulären Bereich verkleinert.
72Aufgrund der Glukosezusätze wurde der HES-Anteil in der Gefrierschutzlösung wie in Kapitel 5 geringfügig
reduziert.
73Das Stereoisomer L-Glukose kann nicht durch den Mechanismus der erleichterten Diffusion ins Zellinnere
gelangen [Schmidt 1980] und ist daher weniger geeignet.
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7.1.2  Erstarrung und Vakuumtrocknung
Von jeder Erythrozytensuspension wurden 12 Proben zu je 750 µl mit einer Kühlrate von
4.200 K/min erstarrt (siehe Kapitel 6.1.2) und bis zu ihrer Überführung in die Gefrier-
trocknungsanlage in der Dampfphase über LN2 gelagert. Alle Proben wurden bei einer
konstanten Kondensatortemperatur von –196 °C und einem konstanten Druck von 2 Pa
getrocknet. Die Trocknungszeit betrug jeweils 2 Stunden bei einer Stellflächentemperatur von
–60 °C, dann 14 Stunden bei –35 °C sowie weitere 8 Stunden bei 20 °C. Die anfängliche
Reduzierung der Stellflächentemperatur im Vergleich zu Kapitel 6 wurde vorgenommen, da
sich aufgrund der Zugabe von Glukose der Glasübergang der Gefrierschutzlösung geringfügig
zu niedrigeren Temperaturen verschiebt (Tg‘ von Glukose: –43 °C [Slade 1991]) und anderen-
falls eine Schädigung der Probe zu befürchten wäre (siehe auch Kapitel 3.1.2).74 Unmittelbar
nach der Vakuumtrocknung wurden die Proben in Falcon-Röhrchen (Sarstedt, Nr. 55.468)
gefüllt, fest verschlossen und bis zu ihrer Rehydrierung im Kühlschrank gelagert (jeweils nur
wenige Tage).
7.1.3  Rehydrierung
In Analogie zur Veränderung der Gefrierschutzlösung wurde auch die Zusammensetzung des
Rehydriermediums variiert. Neben isotoner, phosphatgepufferter Kochsalzlösung (pH 7,2)
wurden noch fünf weitere Lösungen verwendet, die zusätzlich D-Glukose (Merck, Reinheit:
für biochemische Zwecke) in Konzentrationen von 0 Gew.-% bis 5 Gew.-% in Schritten zu
1 Gew.-% enthielten. Alle Proben wurden in jeweils 30 ml, auf 37 °C vorgewärmter Lösung
durch kräftiges Schütteln rehydriert. Aus den unterschiedlichen Zusammensetzungen der Ge-
frierschutzlösung und des Rehydriermediums ergaben sich 36 Kombinationsmöglichkeiten,
wobei je Kombination zwei Proben untersucht wurden (siehe Tabelle 3). Um sicherzugehen,
daß sich das getrocknete Material vollständig auflöst, wurden die rehydrierten Proben wiede-
                                                
74In Kapitel 5 wurde die Stellflächentemperatur für eine ähnliche Probenzusammensetzung optimiert, jedoch
wurde Maltose anstatt Glukose verwendet. Maltose besitzt eine deutlich höhere Glasübergangstemperatur
(Tg‘ = –28 °C [Slade 1991]), weshalb ohne eine erneute Optimierung der Stellflächentemperatur der gewählte
Sicherheitszuschlag als notwendig erachtet wurde.
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rum für 30 Minuten auf einem Nutator bewegt. Schließlich wurden die Wiederfindungsraten
mit Hilfe des Salzstabilitätstests bestimmt (siehe Kapitel 5.1.7).
Glukosekonzentration im Rehydriermedium [Gew.-%]Anzahl der
rehydrierten
Proben je
Kombination
0 1 2 3 4 5
0 2
Kontrolle
2 2 2 2 2
1 2 2 2 2 2 2
2 2 2 2 2 2 2
3 2 2 2 2 2 2
4 2 2 2 2 2 2
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Tabelle 3 Kombinationen der untersuchten Gefrierschutz- und Rehydrierlösungen. Die Kombination
der beiden glukosefreien Lösungen stellt aufgrund der im Vergleich zu Kapitel 6 leicht
verringerten HES-Konzentration eine gute Kontrolle dar.
7.2  Ergebnisse
Bild 39 zeigt die Salzstabilitäten der gefriergetrockneten Erythrozyten in Abhängigkeit von der
Glukosekonzentration in der Gefrierschutzlösung und im Rehydriermedium. Man erkennt, daß
die besten Ergebnisse mit Hilfe der glukosefreien Gefrierschutzlösung erzielt wurden. In
Kombination mit dem ebenfalls glukosefreien Rehydriermedium wurde hier eine durch-
schnittliche Salzstabilität von 49,5 % (N = 2) gemessen, was einer leichten Verbesserung
gegenüber dem in Kapitel 6 ermittelten Wert (47,9 %; N = 10) entspricht.75 Eine Erhöhung
der Glukosekonzentration in der Gefrierschutzlösung führte zu einer stetigen Abnahme der
                                                
75Dies bedeutet jedoch nicht, daß die Verwendung einer geringeren HES-Konzentration in der Gefrier-
schutzlösung zu bevorzugen ist, sondern daß sich die hier vorgenommene Veränderung nicht nachteilig ausge-
wirkt hat. (Man beachte einerseits den geringen Stichprobenumfang, andererseits die Tatsache, daß beiden
Versuchsreihen Erythrozytensuspensionen von unterschiedlichen Spendern und Präparationen zugrunde lagen.)
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Salzstabilität. Im Gegensatz dazu scheint eine Variation der Glukosekonzentration im Rehy-
driermedium keinen signifikanten Einfluß auf das Ergebnis zu haben.
Bild 39 Salzstabilität gefriergetrockneter Erythrozyten in Abhängigkeit von der Glukosekonzentration
in der Gefrierschutzlösung und dem Rehydriermedium (Mittelwert ± Standardabweichung;
N = 2).
7.3  Diskussion
Trotz des geringen Stichprobenumfangs (N = 2) unterstreicht die für jedes Rehydriermedium
gefundene, mit zunehmender Glukosekonzentration in der Gefrierschutzlösung stetig abneh-
mende Salzstabilität die Aussagekraft der Ergebnisse.76 Zumindest für den hier vorliegenden
Anwendungsfall konnte dadurch die in zahlreichen Publikationen beschriebene schützende
                                                
76Aufgrund der Eindeutigkeit des sich hierbei abzeichnenden Trends wurde auf eine zeit- und kostenaufwendige
Erhöhung des Stichprobenumfangs verzichtet. Eine Reihe weiterer Einzelversuche mit ähnlicher Probenzu-
sammensetzung bestätigte zusätzlich die Richtigkeit der vorliegenden Ergebnisse.
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Wirkung von Glukose [z.B. Crowe 1997, Spargo 1997] nicht bestätigt, sondern sogar wider-
legt werden. Aus diesem Grund besteht in zweifacher Hinsicht ein Erklärungsbedarf:
1. Warum hat die Zugabe von Glukose hier nicht den beschriebenen positiven Effekt auf die
Wiederfindungsrate der Erythrozyten?
2. Worin könnte die statt dessen gefundene, mit steigender Glukosekonzentration zunehmen-
de Verringerung der Wiederfindungsrate begründet sein?
Zunächst soll die erste Frage diskutiert werden: Die schützende Wirkung von Sacchariden
wird im wesentlichen einem Effekt zugeschrieben, der gemeinhin als „water-replacement-
hypothesis“ bezeichnet wird [Crowe 1996] (siehe Kapitel 3.2.2): Zellmembranen, welche im
hydrierten Zustand über Wasserstoff-Brückenbindungen in Kontakt mit den sie umgebenden
Wassermolekülen stehen, verlieren im Zuge fortschreitender Dehydrierung an Stabilität.
Dabei kann es zu teilweise irreversiblen Veränderungen der strukturellen Beschaffenheit der
Zellmembranen kommen, was schließlich zu einer Schädigung der Zellen führt (siehe Kapitel
3.1.2). Aufgrund ihrer räumlichen Struktur und Größe scheinen Saccharide besonders gut
geeignet zu sein, innerhalb bestehender Wasserstoff-Brückenbindungen die Wassermoleküle
zu ersetzen und ihrerseits für eine Stabilisierung der Membranen zu sorgen.77
Auch wenn die schützende Wirkung der Saccharide hauptsächlich während der Vakuum-
trocknung in Erscheinung tritt,78 muß angenommen werden, daß zumindest ein Großteil der
Wassersubstitution bereits während der Erstarrung erfolgt. Hier kommt es während der Bil-
dung von Eiskristallen zu einer Dehydrierung der Zellen und, durch die gleichzeitig auftre-
tende Aufkonzentrierung der gelösten Stoffe (siehe Kapitel 2.1.2), zu einer Vergrößerung des
Angebots möglicher Bindungspartner. Im Gegensatz dazu scheint die Wahrscheinlichkeit, daß
sich die Saccharide erst nachträglich an die Zellmembran binden, viel geringer: Nach der
Erstarrung werden die Proben zunächst bei einer Temperatur unterhalb –150 °C gelagert und
schließlich bei einer Sublimationstemperatur im Bereich von –33 °C (siehe Kapitel 5.1.5)
                                                
77Ähnliches gilt bezüglich der schützenden Wirkung von Sacchariden auf dehydrierte Proteine.
78Bei der Kryokonservierung von Erythrozyten mit HES wurde bisher nicht von der Notwendigkeit von Zucker-
zusätzen berichtet.
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getrocknet, d.h., während beider Schritte liegt eine deutlich geringere Bewegungsfreiheit der
Moleküle vor.
Das wesentliche Unterscheidungsmerkmal zwischen dem hier verwendeten und den her-
kömmlichen Gefriertrocknungsverfahren ist der Einsatz extrem hoher Kühlraten. Es ist wahr-
scheinlich, daß hierin auch das Ausbleiben des membranstabilisierenden Effekts von Glukose
begründet liegt. Wie mit Hilfe von REM-Aufnahmen getrockneter Proben bereits gezeigt
wurde (siehe Bild 37), entsteht im Falle einer Erstarrung mit der hier verwendeten hohen
Kühlrate eine beinahe amorphe, d.h. im wesentlichen eiskristallfreie Probenstruktur. Wenn
sich jedoch keine Eiskristalle bilden, würden die Wassermoleküle aufgrund der oben
beschriebenen Hypothese entweder gar nicht oder nur in geringem Maße durch Glukose sub-
stituiert.79 Folglich bliebe auch die während der Vakuumtrocknung erwartete Schutzwirkung
aus. Zusätzliche Anhaltspunkte für die Richtigkeit dieser Modellvorstellung werden von
weiterführenden Versuchen erwartet, in denen die Konfiguration des Hämoglobins untersucht
werden soll [Binding 2001].80 Auch hierbei müßte nach bisherigem Verständnis die erwartete
stabilisierende Wirkung der Glukose ausbleiben.
Erheblich mehr Schwierigkeiten bereitet die Diskussion der zweiten Frage: Selbst wenn das
oben vorgestellte Erklärungsmodell das Ausbleiben der Schutzwirkung von Glukose zu
erklären vermag, liefert es keine Antwort auf die Frage nach dem Mechanismus, der für die
statt dessen beobachtete Zellschädigung verantwortlich sein könnte. Daher soll an dieser
Stelle der gesamte Ablauf des Gefriertrocknungsverfahrens gedanklich durchlaufen werden,
um mögliche Erklärungsansätze zu erarbeiten.
Für die Herstellung der verschiedenen Erythrozytensuspensionen wurde Erythrozytenkonzen-
trat aus derselben Präparation verwendet, so daß sowohl eine unterschiedliche Qualität des
biologischen Ausgangsmaterials als auch Unregelmäßigkeiten in der experimentellen Aufbe-
                                                
79Es wird vermutet, daß die mit der Membran in Wechselwirkung stehenden Wassermoleküle eine höhere
Affinität zu den Phospholipiden haben als die Glukosemoleküle. Daher erfolgt eine Substitution erst bei
Wasserentzug durch die Kristallisation.
80Hierbei geht es im wesentlichen darum, die Entstehung des Methämoglobins während der Vakuumtrocknung zu
verhindern.
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reitung als Ursache ausgeschlossen werden können. Zusätzlich wurden vor dem Einfrieren
routinemäßig die Salzstabilitäten des fertigen Probenansatzes bestimmt. Hierbei ergaben sich
für die verschiedenen Glukosekonzentrationen in der Gefrierschutzlösung keine signifikanten
Unterschiede zu der glukosefreien Kontrolle (mit Glukose: durchschnittlich 98,5 %, ohne
Glukose: 98,4 %).
Während des Erstarrungsschritts könnte die Präsenz von Glukose verschiedene Effekte aus-
lösen: Mit der Zusammensetzung der Gefrierschutzlösung ändert sich die Osmolarität außer-
halb, wegen der guten Membranpermeabilität von D-Glukose aber auch innerhalb der
Zellen.81 Hierdurch wird einerseits das anfängliche Zellvolumen, andererseits aber auch die
Erstarrungskinetik beeinflußt (beispielsweise aufgrund der mit steigender Glukosekonzen-
tration sinkenden Glasübergangstemperatur). Um eine Veränderung der extrazellulären
Osmolarität isoliert betrachten zu können, sind Versuche ohne Zusatz von Glukose, jedoch
mit unterschiedlichen NaCl-Konzentrationen sinnvoll.82 Die Ergebnisse dieser Versuche
liegen leider zur Zeit noch nicht vor, sie werden aber in [Binding 2001] ausführlich beschrie-
ben.
Während der Vakuumtrocknung könnte die durch den Zusatz von Glukose bedingte Ernie-
drigung der Glasübergangstemperatur zu einer strukturellen Schädigung der Proben führen
(siehe Kapitel 5.3). Zwar wurde versucht, diesen Aspekt durch eine anfängliche Reduzierung
der Stellflächentemperatur zu berücksichtigen, jedoch liegen für die im Vergleich zu Kapitel 5
veränderte Probengeometrie keinerlei Meßwerte der tatsächlichen Probentemperatur vor.83 Es
bleibt also diesbezüglich eine gewisse Unsicherheit bestehen.
                                                
81Welche intrazelluläre Glukosekonzentration sich letztendlich eingestellt hat, ist jedoch unbekannt.
82NaCl bleibt quasi vollständig außerhalb der Zellen und eignet sich daher zur Untersuchung osmotischer
Phänomene. Eine Variation der NaCl-Konzentration wurde auch zur Optimierung des Kryokonservierungs-
protokolls für Erythrozyten durchgeführt, um eine optimale Vorschwellung der Zellen zu erzielen [Sputtek
1991].
83Mit Hilfe eines Thermoelements läßt sich die Temperatur innerhalb einer nur wenige Mikrometer dicken Probe
nicht messen.
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Im dehydrierten Zustand liegt sowohl extra- als auch intrazellulär eine deutlich höhere Glu-
kosekonzentration vor als im hydrierten Zustand. Während der Rehydrierung könnte es so zu
erheblichen, eventuell sogar letalen Konzentrationsspitzen kommen. Da die Variation der
Glukosekonzentration im Rehydriermedium keine signifikanten Unterschiede erkennen ließ,
ist eine Zerstörung der Zellen aufgrund osmotischer Effekte eher unwahrscheinlich.
Der Grund für die zunehmende Zellschädigung könnte jedoch im Inneren der Zellen zu finden
sein: Der Wasserrückstrom in die trockene Zelle erfolgt diffusiv und dauert daher eine
gewisse Zeit. Sobald das erste im Zellinneren ankommende Wasser auf die darin verbliebene
Glukose trifft, geht diese in Lösung.84 Hierbei entstehen sehr hohe Konzentrationen, die erst
langsam durch nachströmendes Wasser abgebaut werden.85
Leider ist weder bekannt, wie groß die auftretenden Konzentrationsspitzen wirklich sind, noch
inwieweit und wie lange die Zellen diese unphysiologischen Glukosekonzentrationen
tolerieren können. Die Vorstellung einer intrazellulären „Vergiftung“ der Zellen ist jedoch
nicht neu und wurde bereits im Zusammenhang mit der Kryokonservierung von Erythrozyten
beschrieben [z.B. Lovelock 1953, Körber 1988b]. Hierbei reichte bereits eine Konzentration
von 4,5 Gew.-% NaCl,86 um eine Hämolyse auszulösen, welche ebenfalls maßgeblich auf eine
intrazelluläre Schädigung zurückgeführt wurde.
7.4  Zusammenfassung
Obwohl in der Literatur die stabilisierende Wirkung von Sacchariden auf dehydrierte
Phospholipide im allgemeinen und speziell der positive Einfluß von Glukose auf gefrierge-
trocknete Erythrozyten berichtet wurden (siehe Kapitel 3.2.2), führte die Zugabe von Glukose
hier zu einer stetigen Verringerung der Wiederfindungsrate. Gleichzeitig wurde festgestellt,
                                                
84Während der Dehydrierung treten diese hohen Konzentrationen selbstverständlich ebenfalls auf, jedoch befin-
den sich die Proben dann noch im gefrorenen beziehungsweise glasartigen Zustand.
85Hierin besteht ein wesentlicher Unterschied zu den Vorgängen in den extrazellulären Bereichen, wo durch den
enormen Überschuß an Rehydriermedium alle anfallenden Konzentrationsgradienten sofort abgebaut werden.
86Das entspricht gerade einer fünffach isotonen Konzentration.
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daß sich durch den Zusatz unterschiedlicher Mengen Glukose zum bisher verwendeten Rehy-
driermedium die Salzstabilitäten nicht signifikant beeinflussen lassen.
Als wahrscheinliche Ursache für das Ausbleiben der erwarteten Schutzwirkung wurde beson-
ders die aufgrund der extrem hohen Kühlraten weitestgehend amorphe Erstarrungsstruktur
diskutiert. Wegen der hierbei stark unterdrückten Eiskristallbildung kommt es, im Gegensatz
zu herkömmlichen Gefriertrocknungsverfahren, weder zu einer ausgeprägten Konzentrations-
zunahme gelöster Stoffe noch zu der damit verbundenen, osmosebedingten Dehydrierung.
Daher könnte die gemäß „water-replacement-hypothesis“ (siehe Kapitel 3.2.2) zur Stabilisie-
rung der Membran notwendige Substitution von Wassermolekülen durch die Glukose ausblei-
ben und folglich auch die erhoffte Schutzwirkung während der Vakuumtrocknung.
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8 Zusammenfassung und Ausblick
Heutzutage zählt die Gefriertrocknung als Verfahren zur Stabilisierung pharmazeutischer oder
biotechnologischer Produkte zum Stand der Technik. Aufgrund ihrer Vorzüge gegenüber
konkurrierenden Verfahren hat sie einen hohen technologischen und ökonomischen Stellen-
wert. Trotz weltweiter Forschungsanstrengungen bestehen jedoch bisher nur geringe Aussich-
ten auf eine erfolgreiche Gefriertrocknung komplexerer Systeme wie lebender Zellen, da es
noch immer am Verständnis der komplizierten verfahrenstechnischen und biologischen Zu-
sammenhänge mangelt.
Angesichts dieses Defizits wurden in der vorliegenden Arbeit Untersuchungen zur Gefrier-
trocknung biologischer Zellen durchgeführt. Am Beispiel humaner Erythrozyten wurden aus-
gewählte Verfahrensparameter variiert und deren Einfluß auf die Wiederfindungsrate und die
Morphologie der Zellen analysiert. Dabei konnten neue Schädigungsmechanismen identifi-
ziert werden, die auch für die Gefriertrocknung anderer zellulärer Systeme Bedeutung haben.
Letztlich führte die sukzessive Verbesserung einzelner Verfahrensschritte zur Entwicklung
eines optimierten Gefriertrocknungsprotokolls für Erythrozyten, mit dessen Hilfe Wiederfin-
dungsraten von etwa 50 % erzielt werden können.
Voraussetzung für die Durchführung der geplanten Versuchsreihen war die Existenz einer
Gefriertrocknungsanlage, die den Einsatz besonders tiefer Trocknungstemperaturen ermög-
licht. Da kommerziell erhältliche Anlagen die an sie gestellten Anforderungen nicht erfüllen
konnten, wurde eine neuartige Tieftemperatur-Gefriertrocknungsanlage entwickelt und
gebaut. Unter Verwendung flüssigen Stickstoffs wird hiermit eine minimale Kondensator-
temperatur von –190 °C realisiert. Die Stellflächentemperatur kann mit Hilfe eines leistungs-
starken Kryostaten und mit Ethanol als Kältemittel im Bereich zwischen –80 °C und +20 °C
geregelt temperiert werden. In die Anlagensteuerung integrierte Sicherheitssysteme erlauben
ferner einen unbeaufsichtigten Dauerbetrieb. Aufgrund dieser Leistungsmerkmale stellt die
Tieftemperatur-Gefriertrocknungsanlage ein erstklassiges Werkzeug zur Untersuchung tem-
peraturabhängiger Schädigungsmechanismen während der Vakuumtrocknung dar.
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Mit Hilfe dieser Gefriertrocknungsanlage wurden für Erythrozyten erstmals Wiederfindungs-
raten deutlich oberhalb Null erzielt. Die Variation der Stellflächentemperatur von–5 °C bis
–65 °C zeigte weiterhin eine signifikante Abhängigkeit der Wiederfindungsrate in Form einer
Glockenkurve mit einem Maximum bei –35 °C. Auf der Basis gemessener beziehungsweise
errechneter Probentemperaturen wurde ein Modell entwickelt, welches das unterschiedliche
Ausmaß der Zellschädigungen auf die Überlagerung zweier gegenläufiger Schädigungsme-
chanismen zurückführt. Während es bei supraoptimalen Stellflächentemperaturen im Laufe
der Desorptionstrocknung zu Schädigungen infolge struktureller Veränderungen des glasar-
tigen Probengefüges kommen kann, gefährdet bei suboptimalen Stellflächentemperaturen eine
unzureichende Dehydrierung des Zellinneren die Lagerstabilität der Probe.
Eine wesentliche Verbesserung des Gefriertrocknungsprozesses wurde durch eine Erstarrung
mit sehr hohen Kühlraten erzielt. Die Meßergebnisse deuten auf die Existenz einer kritischen
Kühlrate im Bereich von 1.000 K/min hin, bei deren Überschreiten sich die Wieder-
findungsrate im vorliegenden Fall mehr als verdreifacht. Hierbei entsteht eine besonders feine,
fast amorphe Probenstruktur, die den fragilen Zellen während der Dehydrierung einen guten
mechanischen Schutz zu bieten scheint. Kühlraten dieser Größenordnung kamen bei der
Gefriertrocknung bisher nicht zum Einsatz, da sie bei der Kryokonservierung bekanntermaßen
zu einer kompletten Zerstörung der Zellen führen. Anhand der hier erzielten Ergebnisse
konnte jedoch nachgewiesen werden, daß diese Zerstörung erst während des Auftauens des
Probenmaterials auftritt und somit im Falle der Gefriertrocknung keine Relevanz besitzt.
Die in der Literatur beschriebene stabilisierende Wirkung von Sacchariden auf dehydrierte
Phospholipide wurde am Beispiel von Glukose näher untersucht. Mit steigender Glukose-
konzentration in der Gefrierschutzlösung wurde hier jedoch eine Verringerung der Wieder-
findungsrate beobachtet. Das Ausbleiben der erwarteten Schutzwirkung läßt sich vermutlich
auf die Verwendung sehr hoher Kühlraten zurückführen, wodurch während der Erstarrung die
Bildung von Eiskristallen reduziert und dadurch eine ausreichende Substitution der an die
Membran gebundenen Wassermoleküle durch die Glukose verhindert wird.
Dank der guten Ergebnisse dieser Arbeit ergeben sich mehrere Perspektiven für eine Fort-
setzung der Forschungsanstrengungen. Einen vielversprechenden Ansatz stellen weiterfüh-
rende Untersuchungen zur Gefriertrocknung von Erythrozyten dar. Hierzu befindet sich
derzeit bereits eine medizinische Doktorarbeit in Bearbeitung, die eine über das Vitali-
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tätskriterium „Membranintegrität“ hinausgehende physiologische Beurteilung der Zellen zum
Thema hat [Bin 00]. Angesichts neuer beziehungsweise detaillierterer Erkenntnisse über die
Beeinträchtigung wichtiger Zellfunktionen werden hieraus zusätzliche Anregungen für weitere
Verfahrensverbesserungen erhofft.
Weiteres Forschungspotential bietet der Transfer der mit Hilfe von Erythrozyten gewonnenen
Erkenntnisse auf andere biologische Zellen. Geringere Verfahrensanforderungen werden
dagegen gestellt, wenn nur bestimmte Komponenten einer Zelle oder Teilschritte ihres Stoff-
wechsels während der Gefriertrocknung erhalten bleiben müssen. Hier könnte man sich bei-
spielsweise die Stabilisierung funktioneller Gruppen vorstellen, die auf der Oberfläche der
Zellmembran haften.
Über das Anwendungsgebiet lebender Zellen hinaus eröffnen sich ebenfalls Möglichkeiten zur
Umsetzung der hier gewonnenen Erfahrungen. Ein neuer Trend in der pharmazeutischen
Forschung beruht auf der „Verpackung“ der Wirkstoffe in sogenannten Mikrokapseln. Diese
membranähnlichen Strukturen erlauben eine langsame Freisetzung des eingeschlossenen
Wirkstoffs, deren Kinetik durch die Konsistenz des Kapselmaterials beziehungsweise durch
die Größe darin enthaltener Poren eingestellt werden soll. Auch hierfür würde die Gefrier-
trocknung ein geeignetes Stabilisierungsverfahren darstellen.
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Anhang i
Anhang
Die im folgenden beschriebene thermische Induzierung intramembranöser Phasenübergänge
innerhalb dehydrierter Proben (siehe Kapitel A.1) führte zwar zu deutlich verbesserten Meß-
ergebnissen, jedoch wurde nachträglich anhand mikroskopischer Analysen ein systematischer
Fehler bei der Bestimmung der Salzstabilitäten aufgedeckt. Dieses Artefakt scheint auf
Veränderungen der physiologischen Membraneigenschaften zu beruhen, welche während
einer Lagerung oberhalb 20 °C das natürliche osmotische Verhalten der Zellen irreversibel
beeinträchtigen. Wegen dieses unerwarteten Effekts waren die gemessenen Wiederfindungs-
raten der bei höherer Temperatur gelagerten Erythrozytenproben nicht realistisch und wurden
daher im Hauptteil dieser Arbeit nicht erwähnt. Die Ergebnisse sollen aber dennoch aufgrund
ihrer methodischen Relevanz nicht vorenthalten werden.
In den vorangegangenen Kapiteln wurden unterschiedliche Ansätze verfolgt, ein optimiertes
Gefriertrocknungsprotokoll für humane Erythrozyten zu entwickeln. Dabei wurde stets auf
eine isolierte Betrachtung einzelner Verfahrensparameter Wert gelegt, um eine direkte
logische Verknüpfung zwischen den einleitend erarbeiteten Schädigungsmechanismen, den
darauf aufbauenden Optimierungsstrategien und den dazugehörenden Versuchsergebnissen zu
ermöglichen. Da hierbei jeweils die Suche nach allgemeingültigen, d.h. auch auf andere
biologische Zellen übertragbaren Erkenntnissen im Vordergrund stand, wurde als maßgeb-
liches Vitalitätskriterium der Salzstabilitätstest verwendet. Dieser beschreibt die Integrität der
Zellmembran und ist daher auch für alle anderen biologischen Zellen relevant. Sollen jedoch
über die Salzstabilität hinaus weitere Vitalitätstests durchgeführt werden, reicht es möglicher-
weise nicht aus, daß die rehydrierte Erythrozytensuspension in einer 40fachen Verdünnung
des physiologischen Hämatokrits vorliegt, beziehungsweise daß darin noch Bestandteile der
Gefrierschutzlösung enthalten sind. Besonders jene Tests, die in der klinischen Hämatologie
Anwendung finden, benötigen meist einen höheren Zellanteil, der in der Größenordnung von
etwa 20 % liegt [Binding 2001]. Daher wird in Kapitel A.2 die Vorgehensweise bei der
hierfür notwendigen Aufbereitung rehydrierter Erythrozyten beschrieben.
ii Anhang
A.1  Einfluß der Lagerung bei erhöhter Temperatur
Innerhalb der Zellmembran auftretende Phasenübergänge bedeuten immer eine temporäre
Destabilisierung der Zelle und können zu einem teilweisen Ausfluß des Zellinhalts oder gar zu
einer kompletten Zerstörung der Zelle führen. In Kapitel 7 wurde daher versucht, mögliche
Schädigungen aufgrund von Phasenübergängen während der Dehydrierung durch Zugabe
eines Stabilisators zu reduzieren. Während der Rehydrierung der getrockneten Proben kann es
ebenfalls zu Phasenübergängen kommen, diesmal jedoch in umgekehrter Richtung. Folglich
ist auch hier mit einer Schädigung der Zellen zu rechnen.
Zur Optimierung des Rehydrierungsschritts soll versucht werden, das Ausmaß der Zellschä-
digung durch Phasenübergänge aus der Gelphase (Zustand dehydrierter Phospholipide bei
Raumtemperatur) in die flüssig-kristalline Phase (Zustand hydrierter Phospholipide bei
Raumtemperatur) zu verringern (siehe Kapitel 3.1.2, Bild 10). Dabei wird die Strategie
verfolgt, den Phasenübergang bereits in der trockenen Probe, d.h. vor der Rehydrierung, durch
eine Lagerung bei erhöhter Temperatur zu induzieren. Da zu diesem Zeitpunkt kein freies
Wasser als Lösungsmittel verfügbar ist, sollen unerwünschte Stofftransportvorgänge, wie
beispielsweise das Ausströmen intrazellulärer Bestandteile, weitestgehend verhindert werden
(siehe Kapitel 3.2.3). Bei der Planung dieser Experimente sind folgende Gesichtspunkte
entscheidend:
1. Um einen Phasenübergang thermisch zu induzieren, müssen die am Aufbau der Zellmem-
bran beteiligten Phospholipide auf eine Temperatur oberhalb ihrer Phasenübergangstem-
peratur Tm erwärmt werden (siehe Bild 40). Je höher die Lagerungstemperatur gewählt
wird, desto größer ist der Anteil der Phospholipide, deren individuelle Tm überschritten
wird. Während der Rehydrierung wäre demzufolge nur noch eine geringere Anzahl an
Phasenübergängen zu erwarten, woraus eine Verringerung der Zellschädigung resultieren
könnte.
2. Ein wichtiger limitierender Faktor ist die thermische Toleranz der glasartig erstarrten
HES-Matrix. Wird durch übermäßige Erwärmung deren Glasübergangstemperatur über-
schritten (siehe Kapitel 2.1.2, Bild 3), kann es zum Kollaps der Probe und somit zur Zer-
störung der Zellen kommen. Weiterhin können erhöhte Temperaturen zu einer Denatu-
rierung von Proteinen führen, was ebenfalls einen Vitalitätsverlust bedeuten würde.
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Bild 40 Qualitatives Phasenzustandsdiagramm eines Phospholipids. Durchgezogener Pfeil: Wäh-
rend der Rehydrierung kommt es zum Phasenübergang aus der Gelphase in die flüssig-
kristalline Phase und somit zu einer Schädigung der Membran. Gestrichelte Pfeile: Der
Phasenübergang wird bereits im dehydrierten Zustand thermisch induziert und findet somit
nicht mehr während der Rehydrierung statt.
3. Während die Phasenumwandlung bei Anwesenheit von freiem Wasser innerhalb weniger
Sekunden abläuft, ist im trockenen Zustand mit einer erheblichen Verlangsamung dieses
Prozesses zu rechnen. Vorversuche hatten ergeben, daß sich die gesamte Reaktionszeit
über einen Zeitraum von mehreren Stunden erstreckt.
Aufgrund dieser Überlegungen wird in der folgenden Versuchsreihe ein Temperaturbereich
von 20 °C bis 80 °C untersucht. Dabei dienen bei 6 °C im Kühlschrank gelagerte Proben als
Referenz. Um zusätzlich eine Vorstellung von der Phasenumwandlungskinetik zu bekommen,
werden die Proben bei der jeweiligen Temperatur bis zu 24 Stunden gelagert. Zur Beurteilung
der Zellschädigung innerhalb der rehydrierten Proben werden erneut die Wiederfindungsraten
mit Hilfe des Salzstabilitätstests bestimmt.
A.1.1  Material und Methoden
Erythrozytensuspension, Erstarrung und Vakuumtrocknung
Die Präparation des Erythrozytenkonzentrats erfolgte gemäß der Beschreibung in Kapitel
5.1.1. Im Gegensatz zu Kapitel 7 wurde der HES-Anteil in der Gefrierschutzlösung wieder
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von 20 Gew.-% auf 24,5 Gew.-% erhöht und die Glukose entfernt. Die Gefrierschutzlösung
und das Erythrozytenkonzentrat wurden erneut zu gleichen Volumenanteilen gemischt, so daß
sich für die fertige Erythrozytensuspension ein etwa physiologischer Hämatokrit von 44 %
ergab (siehe Kapitel 6.1)
Von dieser Erythrozytensuspension wurden 168 Proben zu je 750 µl mit einer Kühlrate von
4.200 K/min erstarrt (siehe Kapitel 6.1.2) und bis zu ihrer Überführung in die Gefriertrock-
nungsanlage in der Dampfphase über LN2 gelagert. Alle Proben wurden bei einer konstanten
Kondensatortemperatur von –196 °C und einem konstanten Druck von 2 Pa getrocknet. Die
Trocknungszeit betrug 16 Stunden bei einer Stellflächentemperatur von –35 °C sowie weitere
8 Stunden bei +20 °C (siehe Kapitel 6.1.4). Unmittelbar nach der Vakuumtrocknung wurden
die Proben in Falcon-Röhrchen (Sarstedt, Nr. 55.468) gefüllt, fest verschlossen und bis zum
Beginn der Lagerungsversuche bei 6 °C im Kühlschrank aufbewahrt (jeweils nur wenige
Tage).
Lagerung und Rehydrierung
Für die Lagerungsversuche wurde ein elektrischer Wärmeschrank verwendet (Heraeus,
RB 500), dessen Temperatur jeweils auf Werte im Bereich zwischen 20 °C und 80 °C (in
10 °C-Schritten) eingestellt wurde. Die Ofentemperatur wurde permanent mit Hilfe eines
Thermoelements (Omega, Stamford, CT, USA, Nr. 14774) gemessen und in regelmäßigen
Abständen kontrolliert. Je Versuch und Temperatur wurden fünf der obigen Proben zeitlich so
gestaffelt in den Wärmeschrank gestellt, daß sich bei gleichzeitiger Entnahme aller Proben
Lagerungszeiten von 1, 2, 4, 8 und 24 Stunden ergaben. Zur Kontrolle diente eine sechste
Probe, die zum gleichen Zeitpunkt unmittelbar dem Kühlschrank entnommen wurde. Alle
Proben wurden sofort in 30 ml isotoner, phosphatgepufferter Kochsalzlösung (pH 7,2; jeweils
vorgewärmt auf 37 °C) durch kräftiges Schütteln rehydriert. Um sicher zu gehen, daß sich das
getrocknete Material vollständig auflöst, wurden die rehydrierten Proben für 30 Minuten auf
einem Nutator bewegt. Schließlich wurde wie bereits in den anderen Versuchsreihen die
Wiederfindungsrate mit Hilfe des Salzstabilitätstests bestimmt (siehe Kapitel 5.1.7).
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A.1.2  Ergebnisse
Bild 41 zeigt die gemessenen Salzstabilitäten der gefriergetrockneten Erythrozyten in Abhän-
gigkeit von der Lagerungsdauer und der Ofentemperatur, Bild 42 die gleichen Daten in
normierter Darstellung (jeweils bezogen auf die Salzstabilität der bei 6 °C gelagerten
Kontrollprobe). Bereits nach der ersten Stunde erkennt man einen deutlichen Anstieg der
Salzstabilitäten, dessen Ausprägung mit zunehmender Lagerungsdauer weiter zunimmt.
Spätestens nach acht Stunden nähert sich die Salzstabilität einer Art Gleichgewichtswert, der
nach 24 Stunden nicht mehr oder nur noch minimal überschritten wird.
Ebenso deutlich stellt sich der Einfluß der Lagerungstemperatur dar. Während eine Lagerung
bei 20 °C auch nach mehreren Stunden keine signifikante Zunahme der Salzstabilität nach
sich zieht, läßt sich bereits ab 30 °C ein deutlicher Anstieg beobachten. Dieser Trend setzt
sich mit steigender Lagertemperatur weiter fort. Nach 24 Stunden Lagerung bei 80 °C wurde
für die Salzstabilität sogar ein Spitzenwert von annähernd 85 % gemessen, was im Vergleich
zu den bei 6 °C gelagerten Kontrollproben einer Steigerung von mehr als 70 % entspricht.
Dabei wiesen die warm gelagerten Proben keinerlei erkennbare Anzeichen eines Kollapses
auf, soweit sich das durch Sichtkontrolle der Bruchkanten mehrerer Proben feststellen ließ.
Routinemäßig durchgeführte lichtmikroskopische Untersuchungen der rehydrierten Ery-
throzytensuspensionen konnten jedoch selbst bei den vermeintlich besten Proben (Rehydrie-
rung nach 24stündiger Lagerung bei 80 °C) keine erkennbaren Unterschiede zu den
herkömmlich rehydrierten Proben (ohne vorherige Lagerung bei erhöhter Temperatur)
aufzeigen. Das Verhältnis morphologisch intakter zu geschädigter Zellen steht also in Diskre-
panz zu den Ergebnissen der Salzstabilitätsmessung.
vi Anhang
40
50
60
70
80
90
0 5 10 15 20 25 30
Lagerzeit [h]
S
al
zs
ta
b
ili
tä
t 
[%
] 80 °C
70 °C
60 °C
50 °C
40 °C
30 °C
20 °C
Bild 41 Einfluß der Lagertemperatur und -zeit auf die Salzstabilität gefriergetrockneter Erythrozyten
(Mittelwerte ± Standardabweichungen; N = 4). Die Meßwerte sind allerdings artefaktüber-
lagert (siehe Diskussion).
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Bild 42 Einfluß der Lagertemperatur und -zeit auf die Salzstabilität gefriergetrockneter Erythrozyten
(normierte Darstellung der Mittelwerte bezogen auf die bei 6 °C gelagerten Kontrollproben).
Die Meßwerte sind allerdings artefaktüberlagert (siehe Diskussion).
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A.1.3  Diskussion
Auf den ersten Blick verleiten die Meßkurven aus Bild 41 und Bild 42 dazu, die hier
eingeschlagene Optimierungsstrategie als erfolgreich zu bewerten. Nach Überschreiten einer
Mindesttemperatur im Bereich zwischen 20 °C und 30 °C scheint jede weitere Temperatur-
erhöhung zu einer Verbesserung der Wiederfindungsrate zu führen. Bemerkenswert sind auch
die durchweg ähnliche Form und die Parallelität der einzelnen Zeitverläufe. Beide Kriterien
deuten auf eine stabile Prozeßkinetik hin und untermauern somit die Signifikanz der Ergeb-
nisse.
Unserer einleitenden Argumentation folgend, hätte dieser Effekt den mit steigender Tempe-
ratur zunehmend stattfindenden intramembranösen Phasenübergängen zugeschrieben werden
können. Da sich jedoch die hohen Wiederfindungsraten (immerhin wurde eine maximale
Salzstabilität von 85 % ermittelt) durch eine lichtmikroskopische Gegenkontrolle der rehy-
drierten Proben nicht bestätigen ließen, mußte zunächst eine Erklärung für diese offen-
sichtliche Diskrepanz gefunden werden.
Schließlich wurde ein systematischer Fehler ausfindig gemacht, der bei der photometrischen
Bestimmung der Gesamthämoglobinkonzentration in den rehydrierten Erythrozytensuspen-
sionen aufgetreten war.87 Nach der Trockenlagerung bei erhöhter Temperatur (genauer gesagt:
bei Temperaturen oberhalb 30 °C) ließen sich die Zellen mit Hilfe der kaliumzyanidhaltigen
Reaktionslösung nicht mehr vollständig lysieren.88 Dieser Effekt, der sich mit zunehmender
Lagerungstemperatur und -dauer verstärkte, bedeutete gleichsam eine zunehmende Trübung
der ansonsten klaren Hämoglobinlösung. Die Messung der Extinktionen innerhalb dieser
getrübten „Lösungen“89 war demnach unzulässig, da das Licht nicht komplett absorbiert,
                                                
87Die Gesamthämoglobinkonzentration ist eine Ausgangsgröße für die Berechnung der Salzstabilität (siehe
Kapitel 5.1.7).
88Auch die Zugabe von destilliertem Wasser oder einer größeren Menge Triton, ein Detergens mit hämoly-
sierender Wirkung, konnte hier keine Abhilfe schaffen.
89Hierbei handelt es sich eigentlich um eine Suspension.
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sondern auch an korpuskulären Bestandteilen, den nicht lysierten Zellen,90 gestreut wurde.
Aufgrund dieses Artefakts fielen die zugrundeliegenden Meßwerte für die Gesamthämo-
globinkonzentration, und folglich auch die daraus berechneten Salzstabilitäten in Bild 41 und
Bild 42, gerade in jenem Temperaturbereich zu hoch aus, in welchem vorher mit einer
Ergebnisverbesserung aufgrund thermisch induzierter Phasenübergänge gerechnet wurde.
Der vermeintliche Nutzen einer Trockenlagerung bei erhöhter Temperatur stellte sich somit
eher als ein Nachteil heraus: Während der thermischen Vorbehandlung scheinen sich die
Zellmembranen derart zu verändern, daß nach der Rehydrierung selbst fundamentale physio-
logische Eigenschaften wie ihre Fähigkeit, auf geänderte Konzentrationsverhältnisse osmo-
tisch zu reagieren, verlorengehen. Der genaue Mechanismus der hier beobachteten Zellschä-
digung ist bisher jedoch unbekannt, da selbst Diskussionen mit Experten auf dem Gebiet der
Zellmembranen keine neuen Erklärungsansätze ergaben.91 Für eine ausführlichere Beschrei-
bung dieses Effektes und weiterführende Versuche zu dieser Thematik wird jedoch auf
[Binding 2001] verwiesen.
Die Bedeutung dieses Ergebnisses für weitere Versuche sollte nicht unerwähnt bleiben. Selbst
nach 24stündiger Lagerung bei 80 °C waren innerhalb der getrockneten Proben keinerlei
Anzeichen eines Kollapses erkennbar. Dies repräsentiert eine besonders hohe thermische
Stabilität der HES-Matrix. Bei Kühlschranklagerung ist somit selbst über lange Zeiträume
hinweg mit keiner Schädigung des Probenmaterials zu rechnen, wodurch sich für kommende
Versuchsreihen eine Erleichterung der Lagerungslogistik ergibt.
A.1.4  Zusammenfassung
Die Lagerung der getrockneten Proben bei erhöhter Temperatur führte zwar zu einem
deutlichen Anstieg der gemessenen Wiederfindungsraten, lichtmikroskopische Untersu-
                                                
90Die Existenz nicht lysierter Zellen in der mit kaliumzyanidhaltiger Reaktionslösung behandelten Hämoglobin-
lösung wurde lichtmikroskopisch nachgewiesen.
91Hierzu gehörten sowohl klinische Physiologen (z.B. Univ.-Prof. Dr. med. B. Deuticke, Institut für Physiologie
der Medizinischen Fakultät der RWTH Aachen) als auch Biophysiker (z.B. Dr. J. Wolfe, School of Physics of
the University of South Wales in Sydney).
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chungen der rehydrierten Erythrozytensuspensionen ließen jedoch keine signifikante Verän-
derung des Anteils morphologisch intakter zu geschädigter Zellen erkennen. Diese offen-
sichtliche Diskrepanz löste berechtigte Zweifel an der Korrektheit der hier durchgeführten
Salzstabilitätsmessungen aus. Schließlich konnte ein systematischer Fehler bei der photome-
trischen Bestimmung der Gesamthämoglobinkonzentration aufgedeckt werden. Aufgrund
einer leichten Trübung der Hämoglobinlösung, welche durch nicht lysierbare Zellen hervor-
gerufen wurde, kam es zu einer unzulässigen Lichtstreuung. Dadurch wurden zunächst über-
höhte Extinktionen gemessen und letztendlich falsche Salzstabilitäten errechnet.
Dieses Artefakt, welches nach einer Lagerung der Zellen bei Temperaturen oberhalb 30 °C zu
beobachten war, scheint auf Veränderungen der physiologischen Membraneigenschaften zu
beruhen, die das natürliche osmotische Verhalten der Zellen außer Kraft setzen. Die Frage
nach dem zugrundeliegenden Schädigungsmechanismus konnte allerdings ebensowenig
beantwortet werden wie die nach der generellen Wirksamkeit thermisch induzierter
Phasenübergänge, da aufgrund dieses unerwarteten Effekts im hierfür relevanten Temperatur-
bereich keine brauchbaren Ergebnisse erzielt werden konnten.
A.2  Aufbereitung gefriergetrockneter Erythrozyten
Als Ausgangsmaterial dienten Erythrozytenproben, die vorher gemäß der in Kapitel 6
beschriebenen Vorgehensweise mit einer Kühlrate von 4.200 K/min erstarrt und gefrier-
getrocknet worden waren. Diese wurden jeweils in 30 ml isotoner, phosphatgepufferter Koch-
salzlösung (pH 7,2; vorgewärmt auf 37 °C) durch kräftiges Schütteln rehydriert.92 Um sicher
zu gehen, daß sich das getrocknete Material vollständig auflöst, wurden die rehydrierten
Proben für 30 Minuten auf einem Nutator bewegt.93 Anschließend folgte eine zehnminütige
Zentrifugation bei einer Beschleunigung von 100 g. Nachdem der Überstand vorsichtig
abgesaugt worden war, wurde das zellhaltige Pellet jeweils in 0,25 ml obiger Kochsalzlösung
                                                
92Das Verdünnungsverhältnis bei der Rehydrierung wurde beibehalten, um die osmotische Belastung der Zellen
nicht zu vergrößern (siehe Kapitel 3.1.3).
93Nach diesem Prozeßschritt ergaben die Salzstabilitätsmessungen in Kapitel 6 eine durchschnittliche Wiederfin-
dungsrate von 47,9 % (N = 10).
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resuspendiert, so daß sich ein Hämatokrit von etwa 20 % ergab.94 Zur Kontrolle wurden die
gewaschenen Proben durch erneute Zugabe von 10 ml Kochsalzlösung auf einen Hämatokrit
von etwa 1 % verdünnt und deren Salzstabilität bestimmt. Weiterhin wurde die morpho-
logische Qualität der Proben mikroskopisch untersucht.
Für die gewaschenen Proben ergab sich eine Salzstabilität von 98,6 % ± 0,6 % (Mittelwert
± Standardabweichung; N = 4). Das bedeutet einerseits, daß beinahe alle Zellen mit geschä-
digter Zellmembran durch den Waschschritt entfernt werden konnten, andererseits, daß
während der für die Messung der Salzstabilität notwendigen erneuten Zentrifugation keine
weiteren Schädigungen aufgetreten sind.
Bild 43 zeigt eine lichtmikroskopische Aufnahme der gewaschenen Erythrozytensuspension.
Man erkennt, daß die Mehrzahl der Zellen morphologisch intakt ist, wodurch das Ergebnis der
Salzstabilitätsmessungen prinzipiell bestätigt wird. Die noch zusammenhängenden Zellen
deuten auf eine unvollständige Resuspension nach der Zentrifugation hin, welche sich auch
durch kräftiges Schütteln nicht beseitigen ließ. Diese Erscheinung war bei der Einstellung
höherer Zellkonzentrationen vermehrt zu beobachten und stellt hierfür einen wichtigen
limitierenden Faktor dar.
Zusammenfassend kann festgehalten werden, daß es mit Hilfe eines Waschschritts möglich
ist, eine Erythrozytensuspension mit einem Hämatokrit von etwa 20 % herzustellen. Da die
gewaschene Erythrozytensuspension fast ausschließlich aus Zellen besteht, die laut Salzstabi-
litätstest eine intakte Membran besitzen (98,6 %), bietet sie ein gutes Ausgangsmaterial für
darüber hinausgehende Vitalitätstests.
                                                
94Die Einstellung eines höheren Hämatokrits ist prinzipiell möglich, erschwert jedoch die Resuspension des
Pellets.
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Bild 43 Lichtmikroskopische Aufnahme gefriergetrockneter Erythrozyten nach einem Waschschritt.
Neben einer Vielzahl morphologisch intakter Zellen erkennt man Bereiche noch zusammen-
hängender, nicht vollständig resuspendierter Zellen (Pfeile).
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